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(54) Titre: PROCEDE D* AMPLIFICATION D'AODES NUCLEIQUES PAR TRANSCRIPTION UTIUSANT LE DEPLACEMENT, 
REACTEFS ET NECESSAIRE POUR LA MISE EN CEUVRE DE CE PROCEDE 

(57) Abstract 

A method for amplifying a target nucleic acid sequence by providing a polynucleotide such 
as VII including the sequence to be amplified as well as an RN A polymerase promoter sequence, 
and contacting said polynucleotide, in the presence of a system having RNA polymerase activity, 
RNA-dependent DNA polymerase activity, and DNA-dependent DNA polymerase activity, and 
capable of strand displacement, with a set of primers includinf a primer such as A capable of 
hybridising with a segment complementary to a portion of the sequence to be amplified, wherein 
A includes an upstream RNA polymerase promoter sequence then an arbitrary sequence, a primer 
such as D contains said RNA polymerase promoter sequence, and a primer such as C contains 
said arbitrary sequence. The elongation product of D is displaced by the elongation product, 
of C, and the elongation product of D is thus obtained in the form of single-stranded VIII.. 
Hybridisation of A on vm followed by elongation forms double-stranded product X which can 
undergo transcription, with amplification, to give single-stranded RNA VH bis. An analogous 
system of 3 primers B, E and F similary produces single-stranded RNA VH from VII bis. Hence 
the amplification method, which can operate iso thermally, is cyclic. 

(57) Abrege 

Proc£d6 d' amplification d'uoe sequence d'acide nucl6ique cible consistant esseritiellement 
a obteair un polynucl6otide tel que VII comprenant la sequence a amplifier et comprenant en 
outre !a sequence d'un promote ur d'ARN polym6rase, et a mettre en contact ce polynucleotide, 
en presence d'un systeme ayant une activity d'ARN polymerase, une activite* d'ADN polymerase ARN^ependante et une activite" d'ADN 
polymerase ADN-dependante, et ayant une capacity de emplacement de brins, avec un ensemble d* amorces comprenant une amorce telle que 
A capable de s'hybrider avec un segment complementaire d'une partie de la sequence a amplifier, A comprenant en amont une sequence 
de promoteur d'ARN polymerase puis une sequence arbitraire, une amorce telle que D contenant ladite sequence de promoteur d'ARN 
polymerase, et une amorce telle que C comprenant ladite sequence arbitraire. Le produit d' elongation de D est deplac6 par le produit 
d'elongation de C, et on obtient done le produit d'elongation de D sous forme de monobrin Vm. L'hybridation de A sur VM, suivie 
d'elongation, conduit au produit double brin X dont la transcription conduit, avec amplification, notamment a TARN simple brin VII bis. 
Un systeme analogue de 3 amorces B, E et F conduit de facon similaire, a partir de VII bis, a TARN simple brin VII, d'ou le caractere 
cyclique de ce prooide d 'amplification capable de fonctionner de facon isotherme. 
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Proc&te d'amplification d'acides nuclfioues par transcription .utilisant h 

deplacement. reactifs et necessaire pour la mise en oeuvre de ce procede . 

La pr£sente invention fait reference aux methodes, reactifs et ndcessaires pour 

5 ^'amplification de sequences d'acide nucleique cibles. En particulier, la pnSsente invention 
consiste en une mdthode pour l'amplification d'acides nucleiques par transcription, utilisant 
le deplacement, et la detection des produits d'amplification obtenus par cette reaction. 

II est souvent necessaire, dans les technologies relatives aux acides nucleiques 
et au materiel g6n6tique, de determiner si un gfene, une partie de gene ou une sequence 

10 nucleotidique est present chez un organisme vivant, un extrait cellulaire de cet organisme 
ou un echantillon biologique. Puisque tout gene ou partie de gene est une sequence 
specifique de bases nucldotidiques formant tout ou partie d'une molecule nucleotidique, il 
est possible de rechercher directement la presence d'une sequence nucleotidique specifique 
au sein d'un echantillon contenant des polynucleotides. 

15 L'interet de la recherche de sequences nucleotidiques sp^cifiques est immense, 

notamment pour la detection d'organismes pathogfcnes, la determination de la presence 
d'allSIes, la detection de la presence de fesions dans' uri gSnome hote et la detection de la 
presence d'un ARNm particulier ou de la modification d'un hote cellulaire. Les maladies 
genetiques .telles que la maladie de Huntington, la myopathie de Duchenne, la 

20 phenylcetonurie et la B-thalass6mie peuvent etre diagnostiquees par le biais de l'analyse de 
l'ADN des individus. De plus, le diagnostic ou Identification des virus, viroides, 
bacteries, champignons, protozoaires ou quelque autre forme de vie veg£tale ou animale 
peut etre realise par des experiences d'hybridation avec des sondes nucleiques. 

Differents types de methodes de detection des acides nucleiques sont ddcrits 

25 dans la littdrature. Ces methodes, et particuliferement celles qui requierent la detection de 
polynucleotides, reposent sur les propri6t£s d'appariement purine-pyrimidine des brins 
complementaires d'acides nucleiques dans les duplex ADN-ADN, ADN-ARN et ARN- 
ARN. Ce processus d'appariement s'effectue par 1'etablissement de liaisons hydrogene 
entre les bases adenosine-thymine (A-T) et guanosine-cytosine (G-C) de l'ADN double 

30 brin ; des paires de bases adenosine-uracile (A-U) peuvent egalement se former par liaison 
hydrogfcne dans les duplex ADN-ARN ou ARN-ARN. L'appariement de brins d'acides 
nucleiques pour la determination de la presence ou de l'absence d'une molecule d'acide 
nucleique donnee est communement appeiee "hybridation d'acides nucleiques" ou 
simplement "hybridation". 

35 Dans les quelques exemples cites prdcedemment, aprfcs avoir identifie une 

sequence specifique d'un organisme ou d'une maladie, il convient d'extraire les acides 
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nucieiques d'un echantillon, et de determiner si cette sequence est presente. De 
nombreuses methodes de detection ont 6t6 developp^es dans ce but. 

S'il est capital qu'une ou plusieurs sequences sp6cifiques d'une maladie ou d'un 
organisme soient identifies, la nature de ces sequences et la fa9on dont elles ont ete 
5 jdentifiees n'ont aucune importance particuliere pour la mise en oeuvre de la presente 
invention. La methode la plus directe pour detecter la presence d'une sequence cible dans 
un echantillon decides nucieiques est d'obtenir une "sonde" dont la sequence est 
suffisamment complementaire d'une partie de Tacide nucieique cible pour s'hybrider & 
celui-ci. La sonde ainsi synthetis6e peut etre appliqu6e dans un Echantillon contenant des 

10 acides nucieiques, et si la sequence cible est presente, la sonde sliybridera pour former un 
produit de reaction. En 1'absence de sequence cible et en evitant tout phenomfene 
^hybridation non specifique, aucun produit de reaction ne sera forme. Si la sonde 
synth£tis£e est coupl6e h un marqueur detectable, le produit de reaction peut etre detecte 
en mesurant la quantity de marqueur present. Le transfert de Southern (Southern E.M., /. 

15 . Mol. BioL,9S 9 503 (1975)) ou rhybridation s^ndwiqh (Dunn A.R., Hassel /. A. f Celk 12; 
23, (1977)) constituent des exemples ou ces methodes sont utilis^es. 

La principale difficulte de cette approche est, cependant, qu'elle n'est pas 
directement applicable aux cas oil le nombre de copies de la sequence cible presente dans 
un echantillon est faible (c'est h dire inferieur a Id 7 ). Dans ces conditions, il est difficile 

20 de distinguer un signal significatif, c'est h dire superieur au bruit de fond de reaction (c'est 
k dire de distinguer la fixation specifique d'une sonde sur sa sequence cible de la fixation 
non specifique entre la sonde et une sequence differente de la sequence cible). Une des 
solutions k ce probleme consiste k augmenter le signal de detection par une reaction 
supplemental. En consequence, diverses methodes ont ete decrites afin d'accroitre la 

25 puissance de detection de ces techniques d'hybridation. Ces methodes dites 
"d'amplification" peuvent intervenir a differents stades d'un procede de detection par 
sondes nucieiques. Ces stades peuvent etre classes en trois categories : 1'amplification de 
cible, de sonde ou de signal. Les articles de Lewis (1992. Genetic Engineering News 12 : 
1-9) d'une part, et d'Abramson et Myers (1993. Curr. Opin. Biotechnoi 4 : 41-47), d'autre 

30 pan, constituent de bonnes revues generales de ces methodes. 

L'amplification de cible consiste k multiplier de maniere specifique un 
fragment d'acide nucieique present dans un echantillon. Elle permet d'augmenter 
considerablement le nombre de copies d'une sequence nucieique cible a detecter. 

La methode la plus connue est la "Polymerase Chain Reaction" (dite PCR), 

35 technique ^amplification de cible qui repose sur la repetition de cycles de synthese d'ADN 
in vitro par extension d'amorces nucleotidiques hybridees sur la sequence cible (Saiki et 
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al y 1985. Science 230 : 1350-1354 ; brevets des Etats Unis cTAmerique n°4 683 195, 
4 683 202 et 4 800159; brevet Europden n°0201 184). Brifevement, deux amorces 
nucleotidiques complementaires chacune d'une sequence d'un des deux brins de l'ADN 
cible sont synth&isees. Des desoxyribonucldosides triphosphates sont ajoutes en excfcs au 
5 milieu reactionnel en presence d'une ADN polymerase ADN-dependante thermostable 
(Taq polymerase). Si l'ADN cible est present dans 1'echantillon, les amorces s'hybrident 
sur leurs sites specifiques et la polymerase etend rextremite 3' de ces amorces par addition 
successive des nucleotides complementaires de la cible. En nJalisant des cycles successifs 
de montde et descente de temperature, les amorces Vendues se dissocient de la cible et 
10 peuvent, comme la cible originate, fixer les amorces nucleotidiques en excfcs. Par 
repetition du processus (de 20 k 40 fois), on aboutit k une accumulation exponentielle de la 
sequence cible comprise entre les deux amorces. 

Une autre methode utilisant des cycles de temperature est decrite dans le 
brevet Europeen n° 0 320 308 et est appelee "Ligase Chain Reaction" (dite LCR). Deux 
15 sondes oligonucieotidiques adjacentes, ainsi que deyx autres qui leurs sont 
complementaires sont mises en exces dans le milieu reactionnel, en presence d'une ADN 
Ligase. En presence de l'ADN cible, chaque oligonucleotide s'hybride sur sa sequence 
compiemehtaire et la ligase peut lier les deux sondes hybridees de manfere adjacentes. Par 
succession de cycles de temperature, comme dans la PCR, et par 1'utilisation d f une ligase 
20 thermostable (Barany, 1991. Proc. NatL Acad. ScL USA 88 : 189-193), les sondes liees se 
dissocient de la cible et peuvent a leur tour servir de sequence cible pour les sondes en 
exces. 

La methode "Repair Chain Reaction " (dite RCR) est une methode 
d'amplification voisine de la LCR (demande de brevet n° WO 90/01069). Cest une 

25 methode hybride entre la PCR et la LCR. Elle utilise deux sondes oligonucieotidiques 
complementaires de la cible et deux amorces en exces dans le milieu reactionnel, en 
presence d'une ADN ligase thermostable et d'une ADN polymerase thermostable. En 
presence d'ADN cible, les oligonucleotides s'hybrident sur leur sequence cible et un espace 
de quelques bases separe 1'extremite de chaque amorce de la sonde oligonucieotidique 

30 adjacente. La polymerase comble cet espace et rend aussi possible Taction de la ligase qui 
lie l'amorce etendue h la sonde adjacente, mimant ainsi les processus naturels de reparation 
de l'ADN. Par succession de cycles de temperature, comme dans la PCR et la LCR, les 
amorces etendues liees aux sondes oligonucieotiques peuvent k leur tour servir de cible 
pour les amorces et les sondes en exces. 

35 D exi ste d'autres methodes d'amplification de cible basees sur l'amplification 

de transcrits (dite TAS). La TAS, decrite dans la demande de brevet n° WO 88/10315, 
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consiste en la repetition d'un cycle de trois 6tapes. La premiere 6tape permet de synthetiser 
un ADNc h partir d'ARN en presence de transcriptase inverse et d'une amorce 
d6soxynUcl£otidique "hybride" contenant une sequence sp£cifique de promoteur d'ARN 
polymerase phagique. Suite k la dftiaturation thermique de l'h&eroduplex ARN/ADNc, le 
5 brin monocat&iaire d'ADNc est repliqu6 par la transcriptase inverse en presence d'une 
amorce oligonuclSotidique anti-sens. LTiomoduplex d'ADN ainsi obtenu lors de cette 
deuxieme etape contient un promoteur double brin sur lequel une ARN polymerase ADN- 
dependante phagique peut se fixer. La troisifeme etape consiste alors k transcrire des 
molecules d'ARN (de 30 & 1000 par matrice) qui pourront de nouveau servir de matrice 

10 pour la synthase d'ADNc et poursuivre ainsi le cycle d'amplification (Davis et aL % 1990. J. 
Infect. Dis. 162:13-20). 

.11 existe differentes methodes deriv6es de la TAS, dont la "Self-Sustained 
Sequence Replication" (dite 3SR), decrite dans la demande de brevet WO 90/06995 et le 
brevet Europ6en n° 0 373 960, la "Nucleic Acid Sequence-Based Amplification" (dite 

15 NASB A) decrite dans la demande de brevet WO 91/02818 et le brevet Europ6en 
n° 0329 822 et la "Single Primer Sequence Replication" (dite SPSR) d&rite dans le 
brevet des feats Unis d'Amerique n°5 194 370. Ces m&hodes possfedent en .commun 
Tassociation de trois activites enzymatiques : ADN polymerase ARN- et ADN-d6pendante 
(transcriptase inverse), ribonuclease H (RNase H ; enzyme dTascherichia coli et/ou activity 

20 enzymatique associee de la transcriptase inverse), et ARN polymdrase ADN-dependante 
(ARN polymerase du bacteriophage T7). Ces methodes sont basees sur le meme principe 
et s'effectuent a une tempdrature fixe (de 37 a 45°C), selon un processus continu de 
reactions de transcription inverse et de transcription afin de repliquer une cible d'ARN par 
l'interm6diaire d'ADNc. Comme dans le cas de la TAS, un site de fixation d'une ARN 

25 polymerase (phage T7) est introduit dans l'ADNc par Tamorce utilisSe pour l'etape de 
transcription inverse. Neanmoins, la d&iaturation de l'heteroduplex ARN/ADNc est 
effectuee de fa?on isotherme par hydrolyse specifique de TARN de cet heteroduplex par 
l'activite RNase H. L'ADNc libre est alors rgplique h partir d'une seconde amorce 
oligonucteotidique par la transcriptase inverse. L'homoduplex ADN/ADN est transcrit en 

30 ARN par TARN polymerase T7 et cet ARN peut a nouveau servir de matrice pour le cycle 
suivant. 

Une autre methode, la "Ligation Activated Transcription" (dite LAT) decrite 
dans le brevet des Etats Unis d'Amerique n° 5 194 370, utilise les memes activites 
enzymatiques que la 3SR, SPSR et NASBA et fonctionne sur le meme cycle. Elle differe 
35 cependant par le mode d'installation d'une sequence promotrice qui dans ce cas est 
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introduite sur l'extr6mite de 1'ADNc par ligation d'une structure tige-boucle contenant le 
piomoteur, en presence d'une ADN ligase. 

D'autres m6thodes d'amplification de cible sont actuellement dScrites. La 
mdthode "Strand Displacement Amplification" (dite SDA), ddcrite dans le brevet 
5 Europeen n° 0 497 272, permet une multiplication isotherme (37°C) d'une sequence 
d'ADN cible £ l'aide d f une enzyme de restriction appropride et d'une ADN polymerase 
ADN-d6pendante d£pourvue d'activitf exonuctease (Walker et al y 1992. Proc. Natl Acad. 
ScL USA 89 : 392-396). Elle est basee sur Fhybridatiori d'amorces oligonucteotidiques 
contenant une sequence de reconnaissance d'une enzyme de restriction k leur extremity 5'. 

10 Ces amorces sont Vendues sur la cible par 1'ADN polymerase en presence d'au moins un 
nucleotide modifie (5'[a-thio]dNTP). La digestion de 1'ADN par I'endonuctease de 
restriction provoque la coupure du brin correspondant h Tamorce, laissant intact le brin 
complementaire modifie. L'ADN polymerase peut realiser l'extension de l'amorce ainsi 
generee et libere un brin d'ADN dans le milieu r^actionnel grace a la propriete de 

15 dgplacement de brin de 1'ADN polymerase. Ce brin libfre peut alors fixer une amorce 
contenant une sequence de fixation d'enzyme de restriction et le cycle peut alors 
recommencer. Par ailleurs, il est dScrit dans la demande de brevet europeen 543 612 une 
m&hode de preparation d'acides nucleiques pr^sentant des extremes d£finies et pouvant 
servir ulterieurement dans une methode d'amplification, notamment la SDA precise. II 

20 convient toutefois de noter que cette methode de preparation, en elle meme, ne peut en 
aucun cas donner lieu a un cycle d'amplification isotherme. Une methode similaire k la 
SDA utilisant une activity exonucldase au lieu de endonuctease, appelee "exonuclease- 
mediated strand displacement amplification", est decrite dans le brevet Europeen 
n° 0 500 224. 

25 Pour toutes les mgthodes decrites prScedemment, une variete de methodes de 

detection peut etre utilis^e. L'une d'entre elles consiste a ddtecter les produits de reaction 
ayant une taille definie par separation Slectrophoretique. Les m6thodes varient selon le 
procedg de s6paration, qui peut impliquer la separation sur gel, la fixation sur differentes 
phases solides (billes, plaque de microtitration, latex, particules magndtiques). Une autre 

30 methode utilise le marquage d'une sonde de detection avec un radioisotope tel que le 32 P, 
par exemple, puis la detection de la radioactivit6 emise par les produits de reaction en 
combinaison ou non avec une 61ectrophorese. Une autre m6thode consiste I modifier 
chimiquement une amorce oligoniicleotidique en y ajoutant un ligand (la biotine ou la 
digoxig6nine, par exemple), une enzyme Qsl phosphatase alcaline, la peroxydase, la B- 

35 galactosidase, par exemple), un marqueur fluorescent (la phycobiliproteine, la fluoresc&ne 
ou la rhodamine, par exemple), un marqueur luminescent (un ester d'acridinium, par 
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exemple) ou une combinaison de ces modifications. Unc autre m6thode consiste k 
developper une amorce nucieotidique de detection qui s'hybridera sur le produit de 
reaction d'amplification et sera etendu par une polymerase en presence de ribonucleosides 
triphosphates (cette amorce peut dans ce cas etre egalement modifiee comme d6crit 
5 prec61emment). Toutes ces methodes peuvent etre adaptees sur phase solide comme en 
. solution (phase homogfcne). 

Neanmoins, toutes les techniques d'amplification precedemment presentees 
possfedent au moins une limitation importante. Elles ne permettent d f obtenir un produit 
d'amplification qu'k partir d'un seul type d'acide nucieique cible : ARN ou ADN. Dans 

10 certains cas tels que la PCR, la LCR ou la RCR, le facteur le plus limitant est la necessit6 
.... de realiser de nombreux cycles de temperatures afin de dissocier les produits de reaction 
de la cible. Ceci Hmite le choix des enzymes utilisables aux enzymes thermostables. De 
plus, la realisation de tels cycles successifs de temperature constitue un inconvenient pour 
1'automatisation de ces techniques. Un autre inconvenient de certaines techniques 

15 d'amplification est la limitation de la taille du produit de reaction ^amplification. Les 
techniques telles que la RCR ou la LCR ne permettent d'amplifier que la sequence de la 
cible correspondant aux amorces et aux sondes nucleotidiques utilisees dans le processus 
d'amplification. Le bruit de fond non spdcifique (c'est k dire en absence de la cible) est 
egalement un serieux inconvenient de certaines techniques, telle que la LCR ; dans le cas 

20 de la LCR, une ligation des extremites des oligonucleotides libres en exces s'effectue en 
absence de la cible. D'autres methodes telles que la SDA sont limitees dans le type de 
sequence cible a amplifier, puisque cette sequence ne doit pas comporter de.site de 
restriction correspondant k l'endonuctease uulis£e dans le proced6, il est done 
indispensable de connaitre sinon la sequence nucleique du fragment k amplifier au moins 

25 la carte de restriction du-dit fragment. En outre, cette limitation est accrue par le fait que 
le choix des endonucleases de restriction est restreint k celles ayant la capacite de cliver un 
site de reconnaissance hemiphosphorothioate (e'est a dire comprenant un brin d'ADN du 
duplex avec au moins un nucleotide modifie de type phoshorothioate), et, sur un plan plus 
general, les sites comportant des nucleotides modifies. Outre les limitations du choix du 

30 nucleotide modifie, dues a la synthase chimique, le precede d'amplification est egalement 
limite par son rendement puisqu'il est connu que le Km des polymerases pour les 
nucleotides modifies est superieur a celui pour les nucleotides naturels pour les 
polymerases, d'ou une plus faible efficacite d'incorporation enzymatique des nucleotides 
modifies dans la cible k amplifier. Un autre inconvenient majeur de certaines techniques 

35 d'amplification reside dans le nombre eieve d'activites enzymatiques impliquees dans le 
processus d'amplification. Les methodes derivees de la TAS, telle que la 3SR ou la 
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NASBA requierent au moins quatre activites enzymatiques (ADN polymerase ADN- 
dependante, ADN polymerase ARN-dependante, ARN polymerase ADN ddpendante, 
RNase H), voire cinq dans le cas de la LAT (ADN ligase en plus). II est par consequent 
tres difficile de rendre ces techniques perfoimantes du fait de la difficult^ de parvenir k 
5 des conditions rdactionnelles satisfaisant simultanement ces quatre ou cinq activity 
enzymatiques. De plus, ces techniques transcriptionnelles ne permettent une amplification 
qu'k partir de mo!6cules cibles ARN, mais pas ADN. Enfin, si diverses techniques 
d'amplification ont recours k des activitds nucleases (exonuclease, endonuciease, RNase) 
comme moyen de separation de brins decides micleiques (brevet Europden n° 0 500 224), 

10 leur utilisation est neanmoins prejudiciable, du fait de la possibility de degradation de la 
cible ou du produit de reaction par des activity nucleases parasites parfois pnfisentes dans 
des preparations de telles activitds nucleases. De plus, dans le cas des techniques 
transcriptionnelles, Tutilisation de RNases conduit a une degradation partielle du materiel 
amplifie, et riuit done au rendement et a la sensibility de la technique. De plus, Taction de 

15 la RNase doit etre rigoureusement dosee, afm de.maintenir un equilibre avec Taction des 
differentes enzymes impliquees. Au vu de ces nombreuses limitations, d'autres methodes. 
d'amplification alternatives a ces methodes existantes sont souhaitables. 

La prcsente invention fournit une methode d'amplification d'une sequence 
d'acide nucleique cible (ARN et/ou ADN) de sequence quelconque (ainsi que sa sequence 

20 complementaire) dans un echantillon, par reaction de transcription utilisant le 
deplacement. La methode inclut differentes etapes permettant la mise en evidence d'une 
sequence d'acide nucleique cible dans un echantillon. La methode peut comprendre 
notamment : 1) Textraction des acides nucieiques d'un echantillon biologique susceptible 
de contenir la sequence cible rccherchee, 2) la denaturation de la sequence cible, e'est k 

25 dire Tobtention de fragments simple brin si la cible est un duplex, 3) Taddition d'un 
melange reactionnel contenant (a) une enzyme ou un melange d'enzymes ayant une 
activite ADN polymerase ADN- et ARN-dependante et une activite de deplacement de 
brin, (b) une ARN polymerase, (c) une amorce oligonucieotidique composee 
successivement (de 5' vers 3') d'une sequence facultative arbitrage d'au moins 5 

30 nucleotides, d'une sequence comportant tout ou partie d'une sequence promotrice d'une 
ARN polymerase, puis d'une sequence complementaire de Textremite 3' d'un fragment 
d'acide nucleique cible, et/ou (d) une amorce oligonucieotidique facultative possedant k 
son extremite 3' tout ou partie de la sequence arbitrage de Tamorce definie en 3c, et/ou (e) 
une amorce nucieotidique facultative possedant a son extremite 3' tout ou partie de 

35 Tamorce definie en 3c, dont Textremite 3' s'hybride en aval (3*) de Tamorce definie en 3d 
et pouvant comprendre au moins la partie 5' d'une sequence sens du promoteur mais ne 
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comprenant pas l'extr^mite 3* de l'amorce d£finie en 3c, (f) des desoxyribonucleosides 
triphosphates et des ribonucleosides triphosphates, (g) un tampon approprie pour le 
fonctionnement des activites enzymatiques et 4) la realisation d'une incubation pendant 
une dur6e minimum afin de gen6rer les produits de reaction. 
5 L'invention s'etend egalement aux m£thodes de separation et/ou de detection 

des produits de reaction par diverses m£thodes, dont celles d£crites prec£demment. Les 
m£thodes de separation comprennent, entre autres, la separation magndtique, la capture sur 
support solide, sur membrane, sur filtre ou sur un polymere. Dans chaque m£thode t un 
residu de capture peut etre fix6 k une bille magn£tique, & une membrane, a un filtre ou h 

10 un polymfere. Les billes, la membrane, le support solide, le filtre ou le polym&re peuvent 
etre ensuite testes quant k la presence ou Tabsence du produit de reaction de la m6thode 
d'amplification. Les residus de capture peuvent etre, par exemple, une sequence d'acide 
nucleique complementaire du produit de inaction ^amplification, des proteines ou des 
anticorps dirigds contre un ligand ou un hapt&ne incorpord dans une des amorces utilisees, 

15 ou dans le produit de reaction. Le systeme de separation peut etre ou non couple au 
systeme de detection. 

Les systemes de detection utiles pour la pratique de l'invention comprennent 
les systemes homogfcnes (c'est k dire qui ne necessitent pas de systfeme de separation) et, 
par opposition, les systemes heterogenes. Dans chaque systfeme, un ou plusieurs marqueurs 

20 d&ectables sont utilises et la reaction ou remission du systeme de detection est mesuree, 
de maniere preferentielle par des moyens automatisms. Les exemples de systemes de 
detection homogene comprennent le transfert d'energie de fluorescence, la protection par 
hybridation (luminescence d'acridinium), la polarisation de fluorescence et la detection 
immunologique d'un donneur d'enzyme clonfie. Les exemples de systfcmes heterogfcnes 

25 comprennent les marqueurs enzymatiques (peroxydase, phosphatase, 6-galactosidase), les 
marqueurs fluorescents (marqueurs enzymatiques, rhodamine, fluoresceine), la 
chimiluminescence et la bioluminescence. Dans ces systemes de detection, les marqueurs 
detectables peuvent etre conjugues directement ou indirectement & un residu de capture, ou 
les produits de reaction d'amplification peuvent etre g^neres en presence d'une proline ou 

30 d'un anticorps qui peut etre reconnu par un ligand ou un haptene pour ces derniers. 

L'invention a egalement pour objet une methode de detection indirecte d-une 
molecule d'interet dans laquelle le polynucleotide qui est un marqueur couple k la 
molecule d'interet est amplifie. Les produits d'amplification du polynucleotide marqueur 
peuvent eux-memes etre detect6s directement par Incorporation lors de leur synthese de 

35 nucleotides modifies tels que marques au P] ou au [ 3 H] ou, peuvent etre egalement 
detectes de fa9on indirectes selon les m£thodes decrites precedemment. 



* 
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L'invention concerne egalement les methodes pour generer des produits 
d'amplification utilisables comme sonde, ou utilisables comme matrice pour la 
determination de sa sequence nucleotidique, Les produits amplifies peuvent etre s^par^s 
des enzymes utilises pour 1'amplification (ADN polymerase et ARN polymerase), afin 
5 d'etre utilises dans des proc&ies ulterieurs impliquant d'autres reactions enzymatiques, 
d'autres systfcmes d'amplification, des methodes de s6quen9age ou des methodes de 
synthase d'acides nucleiques, pour ne citer que quelques exemples. 

Uinvention a encore pour objet un n£cessaire pour la detection d'un acide 
nucieique cible susceptible d'etre present dans un echantillon permettant la mise en oeuvre 

10 de la methode d'amplification decrite precedemment. 

On va maintenant decrire 1'invention de fagon plus detailiee, et en faisant le cas 
echeant reference aux dessins annexes dans lesquels : 

La figure 1 decrit le principe de separation d'un brin d'acide nucieique d'un 
duplex par utilisation des proprietes de deplaceraent de brin de certaines polymerases. 

15 La figure 2 decrit une methpde d'installation d'un promoteur d'ARN 

polymerase par deplacement de brin pour l'obtention d'ARNs compieraentaires d'une 
sequence cible (ARN ou ADN) par transcription, en phase homogene (une seule etape et 
une seule temperature). La sequence du promoteur est materialisee par des rectangles noirs 
et les ARNs sont representes en caractere gras. L'amorce X comprend de 5' vers 3' une 

20 sequence comprenant la sequence sens d'un promoteur d'une ARN polymerase et une 
sequence s'hybridant avec la sequence aval de la cible, l'amorce Z represente l'amorce dont 
Textension permet de generer le brin compiementaire du fragment obtenu a partir de 
l'amorce X, et l'amorce Y represente l'amorce de "deplacement" s'hybridant en aval de X 
et dont reiongation produit le deplacement du produit d'elongation de X. Les signes "+" et 

25 "-" font reference k des sequences appartenant k des brins opposes d'un acide nucieique, 
c'est k dire des brins compiementaires. 

La figure 3 decrit une voie d'entree de la methode d'amplification de 
l'invention, par "Reaction de Transcription utilisant le Deplacement", a partir d'ADN ou 
d'ARN, simple ou double brin, homo duplex ou heteroduplex decrite dans la figure 5 

30 utilisant des amorces A et B comprenant une sequence sens promotrice complete 
representee par un rectangle noir, qui, sous forme de double brin, produit un promoteur 
fonctionnel. 

La figure 4 decrit une autre voie d'entree de la methode d'amplification de 
l'invention, par "Reaction de Transcription utilisant le Deplacement", k partir d'ADN ou 
35 d'ARN, simple ou double brin, homoduplex ou heteroduplex, decrite dans la figure 6, 
utilisant des amorces A et B comprenant seulement une partie 3' de la sequence sens d'un 



# 
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promoteur representee par un rectangle noir court, au contraire des amorces D et F qui 
comprennent une sequence sens promoteur complete representee par un rectangle noir 
long, c'est k dire que les sequences contenues dans les amorces A et B, dans le cas des 
figures 4 et 6, lorsqu'elles sont sous forme de double brin, ne forment par de promoteur 
5 fonctionnel. 

La figure 5 decrit le cycle d'amplification de la "Reaction de Transcription 
utilisant le Deplacement" conduisant k 1'accumulation exponentielle d'ARN et d'ADN 
correspondant aux deux brins complementaires de la cible initiate, utilisant des amorces A, 
B, D et F comprenant toutes une sequence sens promotrice complete representee par un 
10 rectangle noir, qui, sous forme de double brin, produit un promoteur fonctionnel . 

La figure 6 decrit le cycle d'amplification de la "Reaction de Transcription 
utilisant le Deplacement" conduisant k 1'accumulation exponentielle d'ARN et d'ADN 
correspondant aux deux brins complementaires de la cible initiale, utilisant des amorces A 
et B comprenant seulement une partie 3' de la sequence sens d'un promoteur representee 
15 par un rectangle noir court, au contraire des amorces D et F qui comprennent une sequence 
sens promoteur complete representee par un rectangle noir long, c'est a dire que les 
sequences contenues dans les amorces A et B, dans le cas des figures 4 et 6, lorsqu'elles 
sont sous forme de double brin, ne forment pas de promoteur fonctionnel. Par consequent, 
ce cycle d'amplification ne fait intervenir que des polynucleotides double brin portant un 
20 seul promoteur fonctionnel, permettant la transcription seulement d'un des deux brins. 

La figure 7 decrit un cas particulier d'amorces utilisables pour realiser le cycle 
d'amplification par transcription utilisant le deplacement, comme decrit dans la figure 5. 
L'amorce D (caractere gras) correspond k celle ddcrite dans la figure 5 et l'amorce C bis 
est dans ce cas chevauchante avec l'amorce D. Ce cas de figure suppose que l'hybridation 
25 de l'amorce C bis sur la cible est favorisee sur le plan thermodynamique par rapport k 
l'hybridation de l'extremite 5* de l'amorce D. 

La figure 8 represente 1'analyse des produits de transcription utilisant le 
deplacement, par separation electrophoretique en gel de polyacrylamide, transfert sur 
membrane et hybridation, comme decrit dans l'exemple 1. La fleche indique le produit de 
30 transcription attendu, de 263 bases. La piste 1 correspond au temoin de transcription. La 
piste 2 correspond k l'essai en absence d'amorce de deplacement. Les pistes 3 i 7 
correspondent aux essais contenant 5 mM, 500 nM, 50 nM, 5 nM ou 0,5 nM, 
respectivement. 

La figure 9 represente 1'analyse des produits de transcription utilisant le 
35 deplacement, par separation electrophoretique en gel de polyacrylamide, transfert sur 
membrane et hybridation, comme decrit dans l'exemple 2. La fleche indique le produit de 
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transcription attendu, de 263 bases. La piste 1 correspond au t6moin de taille de 285 paires 
de bases obtenu par PCR k 1'aide des amorces A24 (SEQ ID n° : 2) et 1028 (SEQ ID 
n° : 3). Les essais ont ete realises en absence de transcriptase inverse et ARN polymerase 
T7 (piste 2) ou en presence des enzymes, avec les trois types d'amorces X, Y et Z (piste 3), 

5 sans Famorce de ddplacement Y (piste 4) ou sans amorce Z (piste 5). 

La figure 10 repr&ente l'analyse des produits de transcription utilisant le 
ddplacement, par separation 61ectrophordtique en gel de polyacrylamide, transfer! sur 
membrane et hybridation, comme decrit dans l'exeraple 3. La piste 1 correspond au t6moin 
de taille de 285 paires de bases obtenu par PCR h Taide des amorces A24 (SEQ ID n° : 2) 

10 et 1028 (SEQ ID n° : 3). La piste 2 correspond au t^moin de transcription de la cible de 

285 paires de bases en presence d'ARN polymerase T7. Les pistes 3 a 6 correspondent aux 

essais realises en absence d'un des rcactifs, a savoir TARN polymerase T7 (piste 3), la 
■\ . ■ • 

transcriptase inverse (piste 4), Tamorce Z (piste 5) ou 1'amorce de deplacement Y (piste 6). 

La piste 7 correspond a l'essai en presence de tous les rcactifs, comme decrit dans 

15 rexemple3. w .......... 

La figure 11 reprgsente l'analyse des produits de transcription a partir d'un 
acide nucleique encadr£ par deux promoteurs orients pour la transcription de Tun ou de 
Fautre des brins de l'acide nucl6ique par separation €lectrophoretique en gel de 
polyacrylamide, transfert sur membrane, et hybridation soit par une sonde A28 (SEQ ID " 

20 n° 5) (panel A), soit par une sonde A19 (SEQ ID n° 11) (panel B), d6tectant 
respectivement soit les ARNs + soit les ARNs comme decrit dans l'exemple 4. La piste 1 
correspond au t£moin de taille de 275 paires de bases. La piste 2 correspond aux essais 
transcriptionnels. 

Les figures 12 et 13 repr6sentent un autre mode de realisation des figures 3 et 
25 5, respectivement. 

Les figures 14 et 15 representent une variante simplifiee de la methode 
d'amplification decrite dans les figures 3 et 5, respectivement; k savoir, que ramorce(s) 
promotrice(s) D et/ou F (facultative) est enlevee du milieu reactionnel. 

Les figures 16 et 17 representent une variante simplifi6e de la methode 
30 d'amplification decrite dans les figures 3 et 5, respectivement; a savoir, les amorces A et B 
ne contiennent plus la sequence definie facultative en amont de la sequence sens du 
promoteur. Par consequent, Tutilisation des amorces de deplacement C et E (figure 5) n'est 
plus necessaire. Le role de deplacement enzymatique est assurd par les sequences sens des 
promoteurs inclus dans A et B, soit les amorces D et F, respectivement. 
35 Selon Tinvention, le procede d'amplification d'une sequence d'un acide 

nucl&que cible, ladite sequence comprenant, k partir. de son extremit6 5\ dans la direction 
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5'-3\ une sequence amont ayant au moins 5 nucleotides et a partir de son extremite 3' dans 
la direction 3'-5\ une sequence aval ayant au moins 5 nucleotides, comprend les etapes 
consistant : 

- k obtenir un polynucleotide comprenant un premier segment correspondant h 
5 la sequence a amplifier et comprenant en outre au moins un deuxieme segment choisi 

parmi des segments comprenant la sequence sens ou la sequence anti-sens d'un promoteur 
d ? ARN polymerase ou au moins une partie de ladite sequence sens ou anti-sens, etant 
entendu qu'un tel deuxieme segment comprenant ladite sequence sens ou une partie de 
celle-ci est sitae en amont de l'extremite 5' dudit premier segment, et qu'un tel deuxifcme 
10 segment comprenant ladite sequence anti-sens ou une partie de celle-ci est situ6 en aval de 
l'extremite 3' dudit premier segment, et 

- h mettre en contact ledit polynucleotide, en presence d'un systfeme ayant une 
activit£ d'ARN polymerase, une activite d'ADN polymerase ARN-dependante, une activite 
d'ADN polymerase ADN-dependante et une activite de ddplacement de brin, dans des 

15 conditions permettant le fonctipnnement desdites activites, et en presence d'un exces de 
desoxyribonucleosides triphosphates et de ribonucleosides triphosphates, avec un 
ensemble d'amorces, presentes en excfcs, comprenant : 

a) une premiere amorce comprenant successivement depuis son extremite 5' 
vers son extremity 3' : 

20 - un premier segment polynucl6otidique de sequence arbitraire, et dont la 

presence comme constituant de la premiere amorce est facultative, ledit premier segment, 
lorsqu'il est present, comprenant au moins 5 nucleotides, 

- un second segment comprenant tout ou partie d'une sequence sens d'un 
promoteur d'une ARN polymerase, ou comprenant au moins une partie de ladite sequence 

25 sens incluant sa partie 3'-terminale, 

- et un troisieme segment ayant la meme longueur que ladite sequence amont 
et etant soit homologue de ladite sequence amont, soit capable de s'hybrider avec ladite 
sequence amont, 

et/ou 

30 b) une seconde amorce comprenant successivement depuis son extremite 5' 

vers son extremite 3' : 

- un premier segment, facultatif, defini comme le premier segment de la 
premiere amorce, mais non necessairement identique a celui-ci, 

- un second segment defini comme le second segment de la premiere amorce, 
35 mais non necessairement identique h celui-ci, 
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- et un troisieme segment ayant la meme longueur que ladite sequence aval et 
etant soit homologue de ladite sequence aval, soit capable de s'hybrider avec ladite 
sequence aval, etant entendu que le troisieme segment de Tune des premiere et seconde 
amorces est homologue de Tune des sequences amont ou aval de ladite sequence k 

5 amplifier, tandis que le troisieme segment de l'autre amorce est capable de s'hybrider avec 
1'autre sequence aval ou amont, 
et/ou 

c) une troisifeme et/ou une quatrieme amorces facultatives comprenants : 

soit une sequence homologue du second segment de la premifcre amorce et de 
10 la seconde amorce, respectivement, et contenant au moins une partie d'une sequence sens 
dudit promoteur d'ARN polymerase incluant sa partie 5'-terminale, 

soit une sequence homologue d'une partie du premier segment de la premiere 
et seconde amorce respectivement, mais ne comprenant pas leur partie 5', 

et/ou 

15 d) une cinquieme et/ou une sixfeme amorces facultatives 5 comprenant : 

soit une sequence homologue d'une partie de la troisieme et de la quatrifeme 
amorces, respectivement, ladite partie ne comprenant pas le nucleotide 3'-terminal de 
ladite troisieme ou quatrieme amorce, 

soit une sequence homologue d'au moins une partie dudit premier segment de 
20 la premiere et de la deuxieme amorces, respectivement. 

Selon un mode de realisation particulier du proc&te d'amplification selon 
Tinvention, celui-ci comprend les etapes consistant : 

- k obtenir un polynucleotide comprenant un premier segment correspondant k 
la sequence k amplifier et comprenant en outre au moins un deuxieme segment choisi 

25 parmi des segments comprenant la sequence sens ou la sequence anti-sens d'un promoteur 
d'ARN polym6rase ou au moins une partie de ladite sequence sens ou anti-sens, etant 
entendu qu'un tel deuxieme segment comprenant ladite sequence sens ou une partie de 
celle-ci est situe en amont de rextremite 5' dudit premier segment, et qu'un tel deuxieme 
segment comprenant ladite sequence anti-sens ou une partie de celle-ci est situe en aval de 

30 l'extr6mite 3' dudit premier segment, et . 

- k mettre en contact ledit polynucleotide, en presence d'un systeme ayant une 
activite d'ARN polymerase, une activite d'ADN polymerase ARN-dependante, une activite 
d'ADN polymerase ADN-dependante, et une activite de deplacement de brin, dans des 
conditions permettant le fonctionnement desdites activites, et en presence d'un exces de 

35 desoxyribonucleosides triphosphates et de ribonucieosides triphosphates, avec un 
ensemble d'amorces, presentes en exces, comprenant : 
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a) une premiere amorce comprenant successivement depuis son extremity 5' 
vers son extremity 3' : 

- un premier segment polynucleotidique de sequence arbitraire, et dont la 
presence comme constituant de la premiere amorce est facultative, ledit premier segment, 

5 lorsqu'il est present, comprenant au moins 5 nucleotides, 

- un second segment comprenant tout ou partie d'une sequence sens d'un 
promoteur d'une ARN polymerase, ou comprenant au moins une partie de ladite sequence 
sens incluant sa partie 3-terminale, 

- et un troisieme segment ayant la meme longueur que ladite sequence amont 
10 et 6tant soit homologue de ladite sequence amont, soit capable de s'hybrider avec ladite 

sequence amont, 

b) une seconde amorce comprenant successivement depuis son extr6mit£ 5' 
vers son extremis 3' : 

- un premier segment, facultatif, ddfini comme le premier segment de la 
15 premiere amorce, mais non necessairement identique a celui-ci, 

- un second segment defini comme Ie second segment de la premiere amorce, 
mais non necessairement idendque k celui-ci, 

- et un troisieme segment ayant la meme longueur que ladite sequence aval et 
etant soit homologue de ladite sequence aval, soit capable de s'hybrider avec ladite 

20 sequence aval, etant entendu que le troisifeme segment de Tune des premiere et seconde 
amorces est homologue de Tune des sequences amont ou aval de ladite sequence k 
amplifier, tandis que le troisieme segment de l'autre amorce est capable de s'hybrider avec 
l'autre sequence aval ou amont, 

c) une troisieme et/ou une quatrieme amorces comprenant 

25 soit une sequence homologue du second segment de la premiere amorce et de 

la seconde amorce, respectivement, et contenant au moins une partie d'une sequence sens 
dudit promoteur d'ARN polymerase incluant sa partie 5-terminale, 

soit une sequence homologue d'une partie du premier segment de la premifere 
et seconde amorce, respectivement, mais ne comprenant pas leur extremite 5', 

30 et/ou 

d) une cinquieme et/ou une sixifcme amorces comprenant : 

soit une sequence homologue d'une partie de la troisieme et de la quatrieme 
amorces, respectivement, ladite partie ne comprenant pas le nucleotide 3'-terminal de 
ladite troisieme ou quatrieme amorce, 
35 soit une sequence homologue d'au moins une partie dudit premier segment de 

la premiere et de la deuxieme amorces, respectivement. 
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Dans la pr6sente demande, 1'expression "amont" designe une region situde du 
cote de l'extrdmite 5' de l'acide nucleique ou de la sequence polynucleotidique dont il 
s'agit, et Fexpression "aval" designe une region situee du cote de Textrgmite 3' dudit acide 
nucleique ou de ladite sequence polynucleotidique. 
5 Par sequence homologue d'une autre sequence, on designe une sequence 

identique a une autre, ou assez identique pour s'hybrider avec une sequence strictement 
complementaire de la sequence avec laquelle elle est homologue. 

Le terme "h&froduplex" signifie un hybride ARN/ADN. Le terme 
"homoduplex" designe un hybride ADN/ADN ou ARN/ARN. 
10 Le terme "nucleosides triphosphates" designe indifferemment des desoxyribo- 

nucleosides triphosphates et/ou des ribonucldosides triphosphates. 

Dans le precede qui vient d'etre defini, le produit de depart comprend un 
premier segment "correspondaht" a la sequence a amplifier, ce qui signifie qu'il s'agit soit 
de ladite sequence a amplifier, soit du brin complementaire de ladite sequence & amplifier, 
15 etant entendu que le precede fournit de toute fa9on une amplification des deux brins 
compldmentaires, meme lorsque le produit de depart est monobrin. 

La capacite de deplacement de brin qui est bien connue pour certaines 
polymerases est associee, entre autres, a la synthase d'ADN pour une ADN polymerase 
ADN-dependante et la synthese d'ADN par une ADN polymerase ARN-dependante. Bien 
20 entendu, cette capacite de deplacement de brins est plus efficace lorsque les polymerases 
cdncernees n'ont pas d'activite de 5-3' exonuclease. Cette capacite de deplacement de brin 
peut etre apportee independamment des polymerases, comme defini ci-apres. 

II convient de remarquer que les polymerases utilisees peuvent avoir une 
activity de ribonuclease H, dans la mesure ou cette activity n'empeche pas le 
25 fonctionnement du precede d'amplification. 

II est facile de voir que dans le precede qui vient d'etre decrit, les troisieme et 
quatrieme amorces peuvent etre identiques. De meme les cinquieme et sixifcme amorces 
peuvent etre identiques. 

Pour que le procede d'amplification decrit ci-dessus puisse fonctionner, il est 
30 necessaire que la troisieme et la quatrifcme amorces, si elles sont presentes, comprennent 
au moins la partie 5' de la sequence sens du promoteur d'ARN polymerase. C'est le cas de 
I'amorce D representee aux figures 4, 5, 6 et 7 et de 1'amorce F representee aux figures 4, 5 
et 6. Ces figures 4 et 6 montrent qu'il n'est pas necessaire que 1'amorce A et/ou B 
contienne une sequence complete du promoteur de TARN polymerase. Les produits de 
35 reaction issus de A et F d r une part, et B et D d'autre part doivent contenir une sequence 
sens fonctionnelle de promoteur d'ARN polymerase. 
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Par "activite de deplacement de brin", on designe le phfnomfene par lequel un 
agent biologique, chimique ou physique, par exemple une ADN polymerase, provoque la 
dissociation d'un acide nucleique apparie de son brin complementaire dans une direction 
de 5' vers 3\ en conjunction avec, et k proximite de, la synthase d'acide nucleique matrice- 
5 dependante. Le deplacement de brin commence & Textrdmitg 5' d'une sequence d'acide 
nucleique appariee et 1'enzyme precede par consequent & la synthese d'acide nucleique 
immediatement en 5' du site de deplacement. L'acide nucleique neo-synth&ise et l'acide 
nucleique d6place ont generalement la meme sequence nucleotidique qui est 
complementaire du brin d'acide nucleique matrice. L'activite de deplacement de brin peut 

10 rgsider sur la meme molecule que celle conferant l'activite de synthase d'acide nucleique, 
et particulierement la synthese d'ADN, ou elle peut etre une activity s^paree et 
independante. Des ADN polymerases telles que 1'ADN polymerase I d'E. coli, le fragment 
de Klenow de 1'ADN polymerase I, 1'ADN polymerase du bacteriophage T7 ou T5, la 
transcriptase inverse du virus HtV sont des enzymes qui poss&dent a la fois l'activite 

15 polymerase et l'activite de deplacement de brin. Des agents tels que les heiicases peuvent 
etre utilises en conjonction avec des agents inducteurs qui ne poss&dent pas d'activite de 
deplacement de brin, afin de produire 1'effet de deplacement de brin, e'est a dire le 
deplacement d'un acide nucleique couple h la synthese d'un acide nucleique de meme 
sequence. De meme, des proteines telles que Rec A ou la Single Strand Binding Protein 

20 d'E. coli ou d'un autre organisme pourraient etre utilisees pour produire ou favoriser le 
deplacement de brin, en conjonction avec d'autres agents inducteurs. Pour plus de details 
et une discussion du deplacement de brin, consulter KORNBERG, A. et BAKER T.A. 
(1992, DNA Replication, 2nd Edition, pp 1 13-225, Freeman, New York). 

Par promoteur d'une ARN polymerase, on designe une sequence ou structure 

25 qui permet d'initier la transcription. 

A titre d'exemple, on peut citer des "Structure-boucle" capables d'initier la 
transcription (M(J>ilegaard, N. et aL, (1994) PNAS, vol. 91, 3892-3895). 

Par sequence sens d'un promoteur d'ARN polymerase, on designe la sequence 
du promoteur double brin dont 1'extremite 3' est contigue au site d'initiation de la 

30 transcription qui est defini par ce meme promoteur. 

Par sequence anti-sens d'un promoteur d'ARN polymerase, on designe la 
sequence du promoteur double brin dont rextremite 5' est contigue du nucleotide 
complementaire du site d'initiation de la transcription qui est defini par ce meme 
promoteur. 

35 Selon un mode de realisation particulier, le polynucleotide utilise comme 

produit de depart comprend en outre : 
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a) en amont de l'extremite 5* dudit deuxieme segment comprenant tout ou 
partie de ladite sequence sens dudit polynucleotide, un segment homologue du premier 
< segment de Tune des premiere et deuxieme amorces, 
et/ou 

5 b) en aval de l'extremite 3' dudit deuxieme segment, comprenant ladite 

sequence anti-sens, dudit polynucleotide, un segment capable de s'hybrider avec le premier 
segment de Tune des premiere et seconde amorces. 

II est aise de verifier que les divers produits de depart qui viennent d'etre 
definis peuvent donner lieu a une reaction d'amplification selon Finvention. 
10 Ces produits de depart peuvent etre prepares le cas dchdant par synthase 

nucieotidique ou par hemisynthese. 

Dans un mode de realisation particulier, le polynucleotide de depart peut etre 
un ARN ou un ADN isole d'un echantillon biologique. Dans ce cas, il est possible 
d'obtenir une reaction d'amplification telle que definie precedemment, au depart de l'acide 
15 nucleique cible, en une seule etape en ajoutant tous les rtactifs (amorces, polymerases, 
etc.) des le debut de la reaction eventuellement aprfcs ddnaturation de la cible. Ce mode de 
realisation particulier est caracterise par le fait que, pour obienir ledit polynucleotide 
utilise comme produit de depart dans le procede defini precedemment, on opere au depart 
d'un acide nucleique cible contenant la sequence a amplifier et se prolongeant, au-dela de 
20 Textremite 3' de ladite sequence a amplifier, par une region aval, et au-dela de l'extremite 
5' de ladite sequence a amplifier, par une region amont, 

on met en contact ledit acide nucleique en presence d'un exces de nucleosides 
triphosphates et en presence : 

- dudit systfcme h. activites ADN polymerase, ARN polymerase et deplacement 

25 de brin, 

- et d'un ensemble d'amorces contenant des amorces telles que definies prece- 
demment et contenant en outre une septieme amorce capable de s'hybrider avec ladite 
region aval de la cible, et une huitieme amorce capable de s'hybrider avec une sequence 
compiementaire de ladite region amont. 

30 Dans un mode de realisation particulier de l'invention, et afin de limiter le 

nombre d'amorces nucieotidiques utilisees dans la presente invention, on peut choisir la 
sequence du premier segment de la premiere et/ou de la deuxieme amorce comme 
equivalente & la sequence de la septieme et/ou la huitieme amorce. 

L'invention concerne egalement un ensemble d'amorces pour la mise en oeuvre 

35 d'un precede d'amplification d'un acide nucleique cible, ce procede etant tel que defini 
precedemment. Cet ensemble d'amorces comprend au moins : 
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a) une amorce Al comprenant successivement depuis son extr^mite 5' vers son 
extr6mit6 3* : 

- un premier segment polynucldotidique facultatif, de sequence arbitraire, ledit 
premier segment, lorsqu'il est present, comprenant au moins 5 nucleotides, 

5 - un second segment comprenant tout ou partie d'une sequence sens d'un 

promoteur d'une ARN polymerase, ou comprenant au moins une partie de ladite sequence 
sens incluant son extremity 3-terminale, 

- et un troisifeme segment capable de s'hybrider avec une sequence de la cible, 
et/ou 

10 b) une amorce A2 comprenant : 

soit une sequence homologue de tout ou partie du second segment de 1'amorce 
Al, et comprenant au moins la partie 5' de la sequence sens dudit promoteur d'ARN 
polymerase, 

soit une sequence homologue d'une partie du premier segment de la premifcre 
15 et la seconde amorce mais ne comprenant pas leur partie 5', respectivement, 
et/oii 

c) une amorce A3 comprenant : 

soit une sequence homologue d'une partie de 1'amorce A2, ne comprenant pas 
le nucleotide 3 -terminal de A2, 
20 soit une sequence homologue d'au moins une partie d'un premier segment tel 

que ddfini ci-dessus present sur A 1 . 

Selon un mode de realisation particulier, i'ensemble d'amorces comprend au 

moins : 

a) une amorce Al comprenant successivement depuis son extr^mite 5' vers son 
25 extremit£ 3' : 

- un premier segment polynucleotidique facultatif, de sequence arbitraire, ledit 
premier segment, lorsqu'il est present, comprenant au moins 5 nucleotides, 

- un second segment comprenant tout ou partie d'une sequence sens d'un 
promoteur d'une ARN polymerase, ou comprenant au moins une partie de ladite sequence 

30 sens incluant son extnSmite 3'-terminale, 

- et un troisieme segment capable de s'hybrider avec une sequence de la cible, 

b) une amorce A2 comprenant : 

soit une sequence homologue de tout ou partie du second segment de l'amorce 
Al, et comprenant au moins la partie 5' de la sequence sens dudit promoteur d'ARN 
35 polymerase, 
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soit une sequence homologue d'une partie du premier segment de la premiere 
et la seconde amorce mais ne comprenant pas leur partie 5\ respectivement, 
et/ou 

une amorce A3 comprenant : 
5 soit une sequence homologue d'une partie de Tamorce A2, ne comprenant pas 

le nucleotide 3-terminal de A2, 

soit une sequence homologue d r au moins une partie d'un premier segment tel 
que defini ci-dessus, present sur A 1 . 

Le schema de ce mode de realisation particulier est donne a la figure 3 dans le 
10 cas d'un acide nucleique double brin ce qui ndcessite bien entendu une denaturation 
prealable. 

Comme cela ressort de la figure 3, le produit d'eiongation de Tamorce A le 
long de la cible (I) est d6plac6 par le produit d'eiongation de Tamorce G, ce qui conduit k 
Tobtention du produit double brin (HI) et de TADN monobrin (II). De meme, le produit 
15 d'eiongation de Tamorce B le long de Tautre brin (T) de la cible est d^placd par le produit 
d'eiongation de H, ce qui conduit k Tobtention du produit double brin (III 1 ) et de TADN 
monobrin (IT). 

L'hybridation des amorces A et G sur TADN monobrin (10 conduit de fagon 
analogue k Tobtention du produit ADN double brin (V*) et de TADN monobrin (IV*). 
20 L'hybridation de Tamorce B sur TADN monobrin (IV 1 ) conduit au produit ADN double 
brin (VI) qui contient sur chacun de ses brins la sequence sens (ou la partie de sequence 
sens presente dans Tamorce A et dans Tamorce B, respectiveiiient) d'un promoteur d'ARN 
polymerase. 

On voit ais6ment que par des hybridations, elongations et deplacements 
25 similaires, le produit ADN monobrin (II) conduit au meme produit ADN double brin (VI). 

En outre, le produit double brin (V), s'il contient une sequence complete de 
promoteur d'ARN polymerase, donnera un produit de transcription ARN monobrin 
capable de s'hybrider avec B et H, et Telongation par transcription inverse, avec 
deplacement, de ces amorces conduit k Tobtention d'un ADN monobrin dont il est facile de 
30 verifier que par hybridation avec A suivie d'eiongation, il permet d'obtenir egalement le 
produit ADN double brin (VI). Des reactions analogues, au depart de TADN double 
brin (V), conduisent egalement au produit ADN double brin (VI). On voit sur la figure 3 
que Tutilisation des septieme et huitieme amorces G et H conduit au produit ADN double 
brin (VI) qui est bien un polynucleotide utilisable comme produit de depart dans le 
35 precede general qui a 6t6 decrit ci-dessus. 
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Dans un mode de realisation particulier de invention, en presence d'un 
fragment d'acide nucleique simple brin, une premiere amorce "A" (composee 
successivement, de 5' vers 3*, d'une sequence arbitraire, suivie d'une sequence 
correspondant a tout ou partie d'une sequence ou d'un promoteur d'ARN polymerase, puis 
5 d'une sequence complementaire de la cible) s'hybride sur sa sequence cible (I) (figure 3). 
En presence d'une ADN polymerase, des nucleotides sont ajoutes a l'extremite 3' dccette 
amorce tout au long de la sequence cible (I). Le produit d'extension est separe du brin 
d'acide nucleique cible par deplacement de brin, suite a 1'extension d'une amorce "G" 
hybridee en amont de 1'amorce A ce qui conduit a 1'obtention du produit double brin (III) 

10 et de l'ADN monobrin (II). Une seconde amorce "B" (compost successivement, de 5' 
vers 3', d'une sequence arbitraire, suivie d'une sequence correspondant k tout ou partie 
d'une sequence d'un promoteur d'ARN polymerase, puis d'une sequence de 1'acide 
nucleique cible) s'hybride a l'extremite 3' du produit d'extension neosynthetise et libere 
dans le milieu (II). En presence de l'ADN polymerase, des nucleotides sont ajoutfe a 

15 l'extremite 3' de cette amorce tout au long de la sequence du brin neosynthetise. Ce second 
brin neosynthetise est separe du premier par deplacement de brin, suite a 1'extension d'une 
amorce "H" hybridee en amont de 1'amorce B sur la cible. La premiere amorce A peut 
alors s'hybrider sur ce second brin libere et etre etendue en presence d'une polymerase et 
de desoxyribonucleosides triphosphates (dNTPs). Le produit de reaction double brin de 

20 taille definie qui en resulte(VI) contiendra alors a chaque extremite une sequence 
promottice fonctionnelle d'ARN polymerase, precedee en 5' par une sequence arbitraire 
(figured). 

Le produit VI obtenu est le produit de depart de l'amplification decrite 

(figure 5). 

25 Une ARN polymerase transcrit alors a partir du promoteur dont la sequence 

sens est inclus dans A, en presence de ribonucleosides triphosphates (rNTPs), des 
ARNs (VII) comportant done a leur extremite 3' la sequence complementaire de 
1'amorce B (figure 5). Chaque ARN transcrit peut s'hybrider simultanement a son 
extremis 3' une amorce "C" possedanta son extremite 3' une sequence comportant tout ou 
30 partie de la sequence arbitraire de 1'amorce B, et en aval de C, une amorce "D" possedant k 
son extremite 3* tout ou partie de la sequence sens du promoteur qui est inclus dans B. 
L'ADN polymerase ARN-dependante etend, en presence de dNTPs, l'extremite 3' de 
1'amorce C et deplace simultanement le brin en aval resultant de 1'extension de 1'amorce D. 
On aboutit a la liberation dans le milieu d'un ADN simple brin (VIII) complementaire de 
l'ARN transcrit a partir du promoteur de A et comprenant a son extremite 5* la sequence 
du promoteur de B. L'extremite 3' de ce brin peut alors s'hybrider avec 1'amorce A. L'ADN 
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polymerase etend l'extremite 3' de l'amorce A le long du brin d'ADN et Textremite 3' du 
brin d'ADN le long de l'amorce A. Le produit de reaction double brin (X) de taille definie 
qui en rfsulte contient alors, k une extremite, la sequence promotrice fonctionnelle d'ARN 
polymerase incluse dans B, et a l'autre extremite, la sequence promotrice fonctionnelle 
5 d'ARN polymerase incluse dans A, precedee en 5' par la sequence arbitraire. L'ARN 
polymerase transcrit alors k partir du promoteur de B, en presence de rNTPs, des 
ARNs (VII bis) comportant done k leur extremite 3* la sequence complementaire de 
l'amorce A. 

De meme, une ARN polymerase transcrit alors k partir du promoteur inclus 

10 dans B contenu dans un brin du fragment d'acide nucieique double brin (VI) de taille 
definie portant a chaque extremite une sequence promotrice fonctionnelle d'ARN 
polymerase precedee en 5' par une sequence definie, en presence de rNTPs, des 
ARNs (VII bis) comportant done k leur extremite 3' la sequence complementaire de 
l'amorce A (figure 5). L'extremite 3' de chaque ARN transcrit s'hybride simultanement 

15 avec une amorce "E" possedant a son extremite 3' une sequence comportant tout ou partie. 
de la sequence "amont" de l'amorce A, et avec une amorce "F" possedant k son 
extremite 3' tout ou partie de la sequence de l'amorce A k partir de la sequence promotrice, 
E et F etant choisis de telle fa9on que l'amorce F s'hybride en aval (e'est a dire vers 3') de 
E. L'ADN polymerase ARN-dependante etend, en presence de dNTPs, rextremite 3' de 

20 l'amorce E et deplace simultanement le brin en aval resultant de l'extension de l'amorce F. 
On aboutit a la liberation dans le milieu d'un ADN (VIII bis) simple brin complementaire 
de TARN transcrit a partir du promoteur de B et comprenant a son extremite 5' la sequence 
du promoteur de A. Ce brin peut alors hybrider a son extremite 3' l'amorce B. L'ADN 
polymerase etend l'extremite 3' de l'amorce B le long du brin d'ADN (VIII bis) et 

25 l'extremite 3' du brin d'ADN (VIII bis) le long de l'amorce B. Le produit de reaction 
double brin (X bis) de taille definie qui en resulte contient alors, k une extremite, la 
sequence promotrice fonctionnelle d'ARN polymerase incluse dans A, et k l'autre 
extremite, la sequence promotrice fonctionnelle d'ARN polymerase incluse dans B, 
precedee en 5' par la sequence definie arbitraire. L'ARN polymerase transcrit alors a partir 

30 du promoteur de A, en presence de rNTPs, des ARNs (VII) comportant done a leur 
extremite 3' la sequence complementaire de l'amorce B. 

Les ARNs (VII) comportant a leur extremite 3' la sequence complementaire de 
l'amorce B sont identiques a ceux transcrits de la matrice constituee du fragment d'acide 
nucieique double brin (VI) de taille definie contenant a chaque extremite une sequence 

35 promotrice fonctionnelle d'ARN polymerase, precedee en 5' par une sequence definie 
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arbitraire, a partir du promoteur de A. lis fixent done les amorces C et D par hybridation et 
le cycle de inaction pi€c6demment decrit se poursuit. 

De meme, les ARNs (VII bis) comportant h leur extremite 3' la sequence 
complementaire de I'amorce A sont identiques & ceux transcrits de la matrice constitute du 
5 fragment d'acide nucleique double brin (VI) de taille d6finie contenant h chaque extremity 
une sequence promotrice fonctionnelle d'ARN polymdrase, pr€cedee en 5' par une 
s6quence definie arbitraire, a partir du promoteur de "IT. Hs fixent done les amorces E et 
F par hybridation et le cycle de reaction pr6c6demment d6crit se poursuit. 

II en resulte une amplification exponentielle de la cible comprise entre les 
10 deuxiemes segments des amorces A et B resultant en une' accumulation d'ADN et/ou 
d'ARN double brin correspondant a la cible amplifife. 

La m6thode decrite dans cette invention prSsente les avantages d'etre 
isotherme, de pouvoir n'utiliser que deux enzymes, de produire a la fois de TARN et de 
1'ADN, d'etre realisable aussi bien a partir de cible ARN et ADN sans extremit6 ddfinie, de 
15 ne pas etre pas limitee par la nature de la sequence cible et de ne pas necessiter d'activit6 
(ribo)nuclease pour la separation des brins d'un duplex. En outre, elle n'implique pas 
Tincorporation de nucleotides modifi6s dans les produits d'amplification par les 
polymerases utilisees. 

L'invention concerne egalement un necessaire pour la mise en oeuvre du 
20 proc&le tel que defini precedemment, caracterise par le fait qu f il comprend un ensemble 
d'amorces A h A 2 , A3 tel que defini precedemment et au moins un second ensemble 
d'amorces comprenant : 

a) une amorce Bl comprenant successivement depuis son extremitd 5' vers son 
extremity 3' : 

25 - un premier segment polynucldotidique facultatif, de sequence arbitraire, ledit 

premier segment, lorsqu'il est present, Comprenant au moins 5 nucleotides, 

- un second segment comprenant tout 6u partie d'une sequence sens d'un 
promoteur d'une ARN polymerase, ou comprenant au moins une partie de ladite sequence 
sens incluant son extremite 3'-terminaIe, 
30 - et un troisieme segment capable de s'hybrider avec une sequence 

nucteotidique complementaire d'une sequence de la cible situ^e, sur la cible, en amont de 
la sequence avec laquelle l'amorce Al est capable d'hybridation, 
et/ou 
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b) une amorce B2 comprenant : 

soit une sequence homologue de tout ou partie du second segment de 1'amorce 
Bl, et comprenant au moins la partie 5* de la sequence sens dudit promoteur d'ARN 
polymerase, 

5 soit une sequence homologue d'une partie du premier segment de la premiere 

et seconde amorce, mais ne comprenant pas leur partie 5', respectivement, 
et/ou 

c) une amorce B3 comprenant : 

soit une sequence homologue d'une partie de 1'amorce B2, ne comprenant pas 
10 le nucleotide 3'-terminal de B2, 

soit une sequence homologue d'au moins une partie d'un premier segment tel 
que defini ci-dessus, present sur Bl, ledit necessaire contenant en outre 6ventuellement 
une septieme et une huitifeme amorces telles que definies prec6demment. 

Selon un mode de realisation particulier du necessaire selon 1'invention, le 
15 second ensemble d'amorces comprend : 

a) une amorce Bl comprenant successivement depuis son extremite 5' vers son 
extremite 3' : 

- un premier segment polynucieotidique facultatif, de sequence arbitraire, ledit 
premier segment, lorsqu'il est present, comprenant au moins 5 nucleotides, 

20 - un second segment comprenant tout ou partie d'une sequence sens d'un 

promoteur d'une ARN polymerase, ou comprenant au moins une partie de ladite sequence 
sens incluant son extremity 3-terminale, 

- et un troisieme segment capable de s'hybrider avec une sequence 
nucleotidique compiementaire d'une sequence de la cible situ£e, sur la cible, en amont de 

25 la sequence avec laquelle Tamorce Al est capable d'hybridation, 

b) une amorce B2 comprenant 

soit une sequence homologue de tout ou partie du second segment de 1'amorce 
Bl, et comprenant au moins la partie 5' de la sequence sens dudit promoteur d'ARN 
polymerase, 

30 * soit une sequence homologue d'une partie du premier segment de la premiere 

et seconde amorce, mais ne comprenant pas leur partie 5', respectivement, 
et/ou 

une amorce B3 comprenant : 

soit une sequence homologue d'une partie de 1'amorce B2 ne comprenant pas le 
35 nucleotide 3'-terminal de B2, 
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soit une sequence homologue d'au moins une partie d'un premier segment tel 
que defini ci-dessus, present sur Bl, ledit necessaire contenant en outre eventuellement 
une septifcme et une huitieme amorces telles que definies precedem'ment. 

5 Dans la presente invention, Fechantillon a analyser peut etre isole a partir de 

n'importe quelle matiere de depart suspectee contenir la s6quence d'acide nucieique cible. 
Pour les animaux, et plus particulierement les mammiftres, l'origine de ces matiferes peut 
etre le sang, la moelle osseuse, la lymphe, les tissus durs (foie, rate, rein, poumon, ovaires, 
etc.), le crachat, le frottis, les feces, 1'urine. D'autres origines de matieres de depart peuvent 

10 etre des plantes, des prelfcvements du sol, dels aliments, ainsi que toute autre source 
suspectee de contenir des organismes biologiques. 

Uisolement des acides nucleiques de ces manures de depart peut etre realise de 
diverses fa$ons. Ces precedes comprenrient 1'utilisation de detergents conduisant k des 
lysats, 1'utilisation d'enzymes (lysozyme, proteinase K, par exemple) le traitement aux 

15 ultrasons, 1'agitation mecanique en presence de billes, pu Tutilisation d'une presse de 
French. Dans certains cas, il peut etre necessaire de purifier les acides nucleiques extraits 
afin de se debarrasser d'eventuels contaminants tels que des nucleases. Dans ce cas, la 
purification des acides nucleiques peut etre nSalisee par extraction au phenol-chloroforme, 
chromatographic ^change d'ions, eiectrophorfese, centrifugation a 1'equilibre ou par 

20 capture par hybridation sur un support solide, 

Des que les acides nucleiques sont isoles, une fragmentation sommaire d'entre 
eux peut etre rcalis£e par des moyens tels que le traitement aux ultrasons, afin d'obtenir 
des fragments de taille inferieure k 10 kilobases. Ceci permet alors de faciliter la 
denaturation initiale, en particulier dans le cas d'un acide nucieique double brin. 

25 Les amorces utilis€es dans la mdthode ont une longueur comprise entre 5 et 

100 nucleotides. Par exemple, la longueur des amorces A et B est gendralement comprise 
entre 30 et 100 nucleotides et preferentiellement comprise entre 40 et 70 nucleotides, 
tandis que la longueur des amorces C, D, E, F, G et H est comprise entre 5 et 50 
nucleotides et preferentiellement de 10 a 35 nucleotides. Les amorces A et B doivent etre 

30 substantiellement homologues ou complementaires, respectivement, dans leur extr^mite 3\ 
d'une sequence de la cible (supposee ici monobrih), de telle fa?on que dans des conditions 
drastiques ou fortement discriminantes, leur hybridation sur leur site specifique de la cible 
ou de son compiementaire puisse s'effectuer. Les amorces A et B peuvent contenir, k leur 
extremite 5' une sequence definie arbitraire, d'une longueur d'au moins 5 nucleotides. 

35 Cette sequence peut eventuellement etre commune k A et B mais peut tout aussi bien etre 
differente. Ladite sequence definie peut etre choisie indifferemment, pourvu qu'elle ne 



WO 95/03426 PCT/FR94/00935 

25 



comporte pas d'homologie significative avec la sequence cible, et qu'elle ne donne pas lieu 
k la formation de dimeres entre A et B, ni de structure secondaire (par exeniple tige-boucle 
ou duplex) au sein de Tamorce. En aval de cette sequence ddfinie (c'est a dire vers 3'), les 
amorces A et B doivent contenir une sequence sens d'une sequence qui avec son 
5 comptementaire a la capacite de fixer une ARN polymerase puis d'initier la transcription 
d'ARN. Ces sequences dites "promotrices" ou encore appetees sens ou anti-sens de 
"promoteurs" sont par exemple, des sequences promotrices d'ARN polymerases phagiques 
(par exemple des bacteriophage T7, T3 et SP6). II est connu que TARN polymerase du 
phage T7 requiert la presence d'un promoteur sp^cifique sur TADN pour une transcription 

10 efficace d'ARN. La sequence de ce promoteur specifique est parfaitement caracterisde 
(Dunn et Studier, 1983. /. Mol. Biol 166 : 477-535) et la grande specificity de 
transcription de TARN polymerase T7 a partir de son promoteur a 6x6 mise en Evidence 
(Bailey et al„ 1983. Proc. Natl. Acad Sci. 80 : 2814-2818). Ces proprietes peuvent etre 
utilisees afin de produire in vitro des ARNs a partir de matrices contenant un promoteur 

15 double brin fonctionhel (Krupp et Soil, 1987. FEBS Lett. 2 : 271-275). De meme, des 
ARNs peuvent etre transcrits in vitro k l'aide d'ARN polymerase T7 k partir de matrices 
oligonucleotidiques synthetiques comportant un promoteur double brin (Milligan et al. y 
1987. Nucl. Acids Res. 15 : 8783-8798). L'article de Krupp (1988 Gene 72 : 75-89) 
constitue une bonne revue des modes d'utilisation des ARN polymerases phagiques et des 

20 strategies utiles pour la synthese d'ARN in vitro. Les sequences promotrices utilises 
peuvent aussi etre celles de promoteurs d'ARN polymerases eucaryotes telles que TARN 
polymerase III (Sharp et a/., 1985. Crit. Rev. Biochem. 19 : 107-144). 

Certaines des amorces de la presente invention comprennent des sequences 
homologues. U n ajustement des concentrations relatives des differentes amorces permet de 

25 favoriser Thybridation differentielle pour le bon fonctionnement des cycles. 

Dans la presente methode, des que des fragments d'acide nucldique cible sont 
obtenus, ceux-ci sont denatures, le cas £ch£ant, afin de les rendre simple brin et de 
permettre Thybridation des amorces A et G, et, si l'acide nucleique initial est double brin, 
B et H (ou vice versa). L'augmentation de la temperature k environ 95°C est preferable 

30 pour la denaturation, mais la separation des brins peut egalement etre r£alisee par 
augmentation du pH, puis neutralisation du. milieu afin de permettre Thybridation des 
amorces sur la cible. Avant ou aprfcs que les acides nucieiques cibles soient denatures, un 
melange reactionnel contenant un exces de desoxyribonucieosides triphosphates et de 
ribonucieosides triphosphates, une ARN polymerase et une ADN polymerase est ajoute. 

15 Dans le cas ou Teievation de temperature est utilisee pour denaturer les acides nucieiques 
cibles, k moins d'utiliser des enzymes thermostables, il est preferable d'ajouter les enzymes 
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aprfcs denaturation. Le melange reactionnel necessaire b la realisation de la reaction 
d'amplification selon l'invention peut egalement contenir des polyols tels que, par 
exemple, le glycerol, le sorbitol et le polyethylfcneglycol ou des agents denaturants et/ou 
des solvants tels que le (dimethyl)formamide le dimethylsulfoxyde (DMSO). Ces reactifs 
5 peuvent en effet permettre de reduire les reactions d'hybridation non specifiques qui 
pourraient engendrer un eventuel bruit de fond. 



prefgrentiellement pourvues d'une activity de deplacement de brin. Cette activite est une 
propriete bien connue de certaines ADN polymerases (Sambrook et aL, 1989. Molecular 

10 Cloning : A Laboratory Manual, 2nd Edition, pp. 5.33-5.35, Cold Spring Harbor 
Laboratory, Cold Spring Harbor). Les propridtSs des ADN polymerases, et notamment de 
l'activite de deplacement de brin de certaines d'entre elles sont detailtees par Romberg et 
Baker (1992. DNA Replication, 2nd Edition, pp. 1 13-225, Freeman, New York). L'activite 
de deplacement de brin a ete mise en evidence initiaiement pour le fragment de Klenow de 

15 l'ADN polymerase I ^Escherichia coli (Masamune et Richardson, 197L 7. Biol Chem. 
246 : 2692-2701), ce qui confere a cette enzyme la capacite d'initier la replication d'un 
acide nucleique k partir de Textremite 3'OH d'une cesure sur un ADN double brin. Cette 
propriete de deplacement de brin est limitee dans le cas ou les ADN polymerases 
possedent une activite 5-3' exonuclease (Lundquist et Olivera, 1982. Cell 31 : 53-60). 

20 Cette activite de deplacement de brin a egalement ete mise en evidence chez des ADN 
polymerases therraostables telles que la TO ADN polymerase (Kong et aL, 1993. 7. Biol 
Chem. 268 : 1965-1975). Dans ce cas, il a egalement ete montre que des formes mutees de 
cette enzyme ne possedant pas d'activite 5-3' exonuclease possedent une plus grande 
capacite de deplacement de brin. Le deplacement de brin n'est pas une propriete commune 

25 k toutes les ADN polymerases, puisque certaines d'entre elles, comme la T4 ADN 
polymerases, ne sont pas capables de realiser, seules, le deplacement de brin. Cette activite 
de deplacement de brin a egalement ete mise en evidence pour la T7 ADN polymerase 
(Lechner et aL, 1983. /. Biol Chem. 258 : 11174-11184) et pour la transcriptase inverse 
dHIV (Huber et aL, 1989. 7. Biol Chem. 264 : 4669-4678). Les ADN polymerases ayant 

30 une capacite de deplacement de brin, et plus particulierement capables d'initier la 
polymerisation (de 5' vers 3') a partir de 1'extremite 3'OH d'une cesure d'un ADN double 
brin (figure 1) sont utiles pour la realisation de la reaction d'amplification de la prfsente 
invention. De manfere preferentielle, une ADN polymerase depourvue d'activite 5-3' 
exonuclease est utilisee pour la realisation du cycle d'amplification, puisque l'efficacite de 

35 l'activite de deplacement de brin est superieure chez des enzymes depourvues de celle-ci. 
Le fragment de Klenow de l'ADN polymerase I ^Escherichia coli constitue un exemple 



Les polymerases utilisees dans le precede de invention doivent etre 
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de polymerase depourvue d'activit6 5-3' exonuclease, de meme que des polymerases telles 
que la T4 ADN polymerase, la T7 ADN polymerase ou la Sequenase (US Biochemical), 
la T5 ADN polymerase ou la Phi29 ADN polymerase pourraient Egalement etre utilises. 
Neanmoins, la prtfsente invention comprend Egalement l'utilisation d'ADN polymerases 
5 possddant cette activit6 5'- 3' exonuclease, lorsque celle-ci n'empeche pas la realisation de 
la mdthode d'amplification. Dans ce cas, le rendement de la reaction d'amplification peut 
etre am61iore par inhibition sp€cifique de l'activit6 5-3' exonuclease des ADN polymerases 
dans les conditions de reaction utilises. 

La pr£sente methode d'amplification n&essite une £tape de transcription 

10 inverse, afin de recopier un ARN transcrit en ADNc. Cette etape peut notamment se 
rSaliser par Tutilisation d'une transcriptase inverse de type AMV (Avian Myeloblastosis 
Virus) ou MMLV (Moloney Murine Leukemia Virus) couramment disponibles 
commercialement. Tout autre enzyme possedant une activite ADN polymerase ARN- 
et/ou ADN-dependante peut etre utilis6e dans la prdsente invention, pourvu qu'elle possfcde 

15 une activity de deplacement de brin. Dans le cas contraire, 1'activite de d^placement de 
brin pourrait etre conferee par un agent inducteur, une activity de type h&icase ou Rec A. 
Les proprietes de Rec A, notamment dans le processus de r^association d'ADN simple 
brin, de capture de brin ou dissimilation de brin sont detaillees par Mc ENTEE et 
WEINSTOCK dans The Enzymes, vol. XTV, pp. 445-470. L'etape de transcription inverse 

20 peut par exemple etre realisde i l'aide de l'ADN polymerase I $ Escherichia coli, car il a 
6t6 ddmontre que cette enzyme possede egalement une activite ADN polymerase ARN- 
d6pendante (Ricchetti et Buc, 1993. EMBO 12 : 387-396). La presente invention peut 
egalement utiliser dans ce but des ADN polymerases thermostables ARN- et/ou ADN- 
d€pendantes telles que la Taq polymerase ou la Tth polymerase (pour une revue sur les 

25 propri6t£s des ADN polymerases thermostables> voir Rolf et a/., 1992. PCR : Clinical 
Diagnostics and Research, pp. 224-258, Springer- Verlag, Heidelberg). 

Du fait de l'utilisation des propriety de deplacement de brins des ADN 
polymerases, ou d'un autre agent inducteur associg, la pr€sente invention ne ndcessite pas 
d'activit6 nuclease, qu'il s'agisse d'activit6 endonuc!6ase, exonuclease ou ribonuclease. En 

30 particulier, la presente invention ne necessite pas Tutilisation d*activit6 RNase H, 
commune h diverses autres techniques d'amplification citees pr£cedemment, activity 
conferee par certaines transcriptases inverses et devant etre complete par addition de 
RNase H ^Escherichia coli. Dans le proc&te de la presente invention, on peut utiliser la 
transcriptase inverse MMLV, qui possfede une activite RNase H plus faible que celle de 

35 I'AMV (Sambrook et a/., 1989. Molecular Cloning : A Laboratory Manual, 2nd Edition, 
pp. 5.52-5.55, 8.11, 8.17, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor), comme 
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ADN polymerase ARN- et ADN-dependante. Une forme de transcriptase inverse MMLV 
depourvue d'activite RNase H peut 6galement etre utilis^e dans la prfsente invention. 
L'activite RNase H de la transcriptase inverse MMLV peut en effet etre supprim^e par 
deletion d'une partie du gfcne de structure de cette enzyme (Kotewicz et aL, 1988. Nucl 

5 Acids Res. 16 : 265-277), conduisant k une polymerase d'efficacite accrue par rapport k la 
transcriptase inverse MMLV sauvage, et disponible "commercialement sous le nom de 
"Superscript" (Gerard et a/., 1989. Focus 11 : 66-69). L'activite RNase H de la 
transcriptase inverse peut egalement etre supprim^e par realisation de mutations 
ponctuelles de la partie du gfcne conffrant cette activity & la polymerase (Gerard et al, 

0 1992. Focus 14 : 91-93), conduisant & une enzyme ayant egalement une efficacite accrue 
et un taux de polymerisation de l'ADN superieur h la Superscript. Cette enzyme est 
egalement disponible commercialement sous le nom de "SuperscriptH" (GEBCO-BRL). II 
en existe une autre forme disponible commercialement sous le nom de "StrataScript" 
(STRATAGENE). 

5 Contrairement a diverses m6thodes ^amplification, la pnSsente invention ne 

necessite pas de cycles de temperature afin de dissocier le brin n£osynth<Stis£ de sa matrice. 
Dans cette methode, une seule temperature peut etre employee, des que la denaturation 
initiale de la cible a eu lieu, le cas 6ch£anL Cette temperature doit etre suffisamment haute 
afin de definir des conditions discriminantes-d'hybridation qui autorisent une hybridation 

0 specifique des amorces sur leur cible. Cette temperature peut etre situee par exemple entre 
37°C et 45°C avec des reactifs enzymatiques conventionnels, mais peut etre plus eievee si 
Ton a recours k des enzymes thermostables. 

Les figures 3 et 5 decrivent la methode d'amplification par Reaction de 
Transcription utilisant le Deplacement. La figure 3 decrit une voie d'entree possible de la 

5 methode d'amplification et la figure 5 le cycle d'amplification proprement dit. 

Apres denaturation initiale de l'acide nucieique cible (ADN ou ARN, simple 
brin ou double brin, homo- ou heteroduplex), les amorces A, B, G et H sont hybridees sur 
leur brin d'acide nucieique respectif (figure 3). Lextension simultanee de ces amorces en 
presence d'un excfcs de desoxyribonucieosides triphosphates et d'une ADN polymerase 

) (ARN et/ou ADN dependante, selon que la cible est de l'ADN ou de TARN) conduit au 
deplacement du brin d'ADN provenant de 1'extension de A par extension du brin issu de G 
et le deplacement du brin provenant de 1'extension de B par extension du brin issu de H. 
Les ADN simple brin obtenus par extension des amorces A d'une part et B d'autre part 
peuvent alors hybrider les amorces B et H, et A et G, respectivement. Uextension de G 

> provoque le replacement du brin s'etendant & partir de l'amorce A, et 1'extension de H 
provoque le deplacement du brin s'etendant a partir de 1'amorce B. Les deux brins de 
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longueur d£finie ainsi liberes sont parfaitement complementaires et peuvent s'hybrider Tun 
sur 1'autre, ou s'hybrider avec les amorces B (brin correspondant h 1'extension de A) ou A 
(brin correspondant k 1'extension de B), l'hybridation de ces amorces courtes etant plus 
favorable sur le plan theimodynamique. L'extension de A et B sur leurs brins respectifs 

5 conduit alors k un fragment d'acide nucleique double brin de longueur dSfinie 
correspondant k la sequence cible comprise entre les deuxiemes fragments des amorces A 
et B, et encadree k chaque extr£mit6 par une sequence ddfinie suivie en aval d'un 
promoteur d'ARN polymerase. 

La voie d'entree precedemment pn6sent€e (figure 3) peut dgalement etre 

10 i£alis£e k partir d'une cible capturee par le biais d'une sonde fixee sur un support solide. 
Cette sonde peut etre immobilis6e de maniere covalente ou passive, telle que ddcrite dans 
le brevet Fran?ais n° 91 09057 et le brevet International WO 91/19812. Cette 
immobilisation de sondes peut egalement etre effectu6e par le biais de (co)polymeres, 
notamment un copolymere de N-vinylpyrrolidone auxquels sont couplees des sondes par 

15 formation d'un conjugud, lequel conjugu£ est immobilise sur un support solide par 
adsorption passive. Plus particulierement, les amorces A et/ou B, ou G et/ou H peuvent 
etre fixees sur support solide, a condition que cette fixation ne soit pas r6alis6e par 
rextremitd 3' des amorces, afin que Textremite 3 1 de ces amorces soit extensible par une 
ADN polymerase en presence de desoxyribonucleosides triphosphates. Plus 

20 particulierement, il peut etre avantageux que tout ou partie des amorces A et G d'une part 
et B et H d'autre part soient relives Tune a 1'autre par le biais d'un bras de liaison 
quelconque (hydrocarbonee ou nucleotidique par exemple) et ce, a partir de leur extr£mit£ 
5'. Ceci peut permettre de controler et equilibrer le ratio de A vis a vis de G, d'une part, et 
de B vis a vis de H, d'autre part, dans la reaction d'amplification decrite dans la pr£sente 

25 invention. 

La matrice double brin ainsi obtenue permet de transcrire des ARN a partir de 
chaque promoteur encadrant la sequence cible (figure 5), en presence d'un excfcs de 
ribonucleosides triphosphates et de TARN polymerase correspondant a chaque promoteur. 
Pour simplifier la m£thode d'amplification de la presente invention, cette sequence 

30 promotrice peut etre une sequence d'un promoteur d'une ARN polymerase phagique, ladite 
sequence promotrice etant la meme sur les amorces A et B (par exemple, le consensus du 
promoteur de 1'ARN polymerase du phage T7). Dans le cas ou les amorces A et B 
contiennent la meme sequence promotrice, une seule ARN polymerase peut etre utilisee 
dans la reaction d'amplification. 

35 L'ARN transcrit a partir du promoteur contenu dans A peut fixer les amorces 

* nucleotidiques C et D. Ces amorces sont suffisamment homologues k une partie de B afin 
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de pouvoir s'hybrider, dans les conditions de reaction, k 1'ARN transcrit du promoteur de 
A. Ces amorces C et D peuvent etre adjacentes, c'est a dire separees sur la cible par un 
espace d'au moins un nucleotide ou etre contigues, c'est k dire que leurs extremites 3' et 5' 
sont juxtaposees lorsqu'elles sont hybridees. Les amorces C et D peuvent egalement etre 
chevauchantes, c'est k dire que 1'extremite 3' de l'amorce C possede une analogie de 
sequence avec 1'extremite 5' de l'amorce D. Dans le cas d'amorces chevauchantes, 
1'extremite 3* de l'amorce C peut etre suffisamraent homologue k 1'extremite 5 f de l'amorce 
D, pourvu que l'hybridation competitive entre C et D aille au benefice de l'hybridation de 
Textremite 3' de C La figure 7 decrit un cas particulier de l'invention, oh les amorces C et 
D sont chevauchantes. Dans ce cas, l'amorce C (appelee C bis) possfcde la meme sequence 
nucl6otidique que 1'extremite 5' de l'amorce D. Afin de favoriser l'hybridation competitive 
au profit de l'amorce C, surtout k son extremite 3', celle-ci peut contenir des analogues de 
bases ou des nucleotides modifies dont l'hybridation sur TARN conduit k un duplex de 
stability superieure a celui engendre par l'hybridation de l'amorce D. Ces nucleotides 
modifies comprennent egalement ceux modifies au niveau de la liaison internucieotidique 
(comme par exemple les liaisons phosphorothioate, H-phosphonate, alkyl phosphonate), 
au niveau du squelette comme par exemple les alpha-oligonucieotides (brevet Fnui9ais n° 
2 607 507) ou les PNA (Egholm et aU 1992.'/. Am. Chem. Soc. 1 14 : 1895-1897). D'une 
maniere generale, II est cependant necessaire d'etablir des conditions dans lesquelles 
l'hybridation de C n'empeche pas l'hybridation de 1'extremite 3* de D. Dans le cas ou C et 
D sont chevauchants, il est avantageux d'eviter que 1'extremite 3' de C soit hybridee trop 
pr6s de celle de D. Un espacement de 5 nucleotides constitue une marge de securite 
preferee pour eviter que C n'empeche l'hybridation de D. II est preferable que Tamorce D 
contienne 1'extremite 5' de la sequence sens du promoteur inclus, meme partiellement, 
dans l'amorce B, l'extension ulterieure de D devant permettre la reconstitution d'un 
promoteur pouvant fixer une ARN polymerase et dinger l'initiation de la transcription. La 
longueur des amorces C et D peut etre comprise entre 5 et 100 nucleotides et comprendre 
une partie de la sequence cible, mais ne depassant pas la longueur de la region cible 
comprise entre les amorces A et B. 

L'extension simultanee des amorces C et D sur la matrice ARN, en presence 
d'une ADN polymerase comprenant notamment une activite ARN dependante et d'un 
exces de desoxyribonucieosides triphosphates, conduit au deplacement du brin issu de D. 
Le brin d'ADN ainsi libere peut s'hybrider avec l'amorce A. Une ADN polymerase 
(comprenant notamment une activite ADN- et/ou ARN-dependante) peut alors etendre 
1'extremite 3' de A sur le brin d'ADN et 1'extremite 3' du brin d'ADN sur l'amorce A. 
L'ADN double brin ainsi obtenu, de taille definie, possede alors le promoteur fonctionnel 
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de ramorce B, ainsi que le promoteur fonctionnel de 1'amorce A, ledit promoteur etant de 
ce cote precede d'une sequence arbitraire. 

La matrice double brin ainsi obtenue permet de transcrire des ARNs a partir de 
chaque promoteur situe a 1'extremite de ce fragment de taille ddfinie, en presence d'un 
5 excfcs de ribonucleosides triphosphates et de TARN polymerase correspondant & chaque 
promoteur, Les ARNs transcrits a partir du promoteur de B peuvent alors s'hybrider avec 
les amorces E et F. 

Les amorces nucleotidiques E et F sont suffisamment homologues k une partie 
de A afin de pouvoir s'hybrider, dans les conditions de reaction, h TARN transcrit du 

10 promoteur de B. Comme C et D, les amorces E et F peuvent etre adjacentes ou contigues, 
ou chevauchantes. Dans le cas d'amorces chevauchantes, l'extremite 3' de l'amorce E peut 
etre suffisamment homologue k Textrdmite 5' de l'amorce F, pourvu que l'hybridation 
competitive entre E et F soit au benefice de l'hybridation de Textremite de E. Afin de 
faciliter l'hybridation competitive au profit de Textremite de 1'amorce E, celle-ci peut 

15 contenir, comme C, des analogues de bases ou des nucleotides modifies dont l'hybridation 
sur TARN conduit & un duplex de stability superieure k celui engendre par l'hybridation de 
l'amorce F. II est cependant necessaire d'etablir des conditions dans lesquelles l'hybridation 
de E n'empeche.pas l'hybridation de Textremite 3' de F. Dans le cas ou E et F sont 
chevauchants, il est avantageux d'eviter que Textremite 3' de E soit hybridee trop pres de 
v. 20 celle de F. Un espacement de 5 nucleotides constitue une marge de securite preferee. II est 
indispensable que Textremite 5' de ramorce F contienne une sequence minimum du 
promoteur incluse dans l'amorce A, cette sequence minimum devant permettre 
ulterieurement la fixation d'une ARN polymerase et l'initiation de la transcription. La 
longueur des amorces E et F peut etre comprise entre 5 et 100 nucleotides et comprendre 

25 une partie de la sequence cible, mais ne depassant pas la longueur de la region cible 
comprise entre les amorces A et B. 

L'extension simultanee des amorces E et F sur la matrice ARN, en presence 
d'une ADN polymerase comprenant notamment une activite ARN dependante et d'un 
exc&s de desoxyribonucieosides triphosphates, conduit au deplacement du brin issu de F. 

30 Le brin d'ADN ainsi libere peut s'hybrider avec l'amorce B. Une ADN polymerase 
(comprenant notamment une activite ADN et/ou ARN dependante) peut alors etendre les 
extremites 3' de B sur le brin d'ADN et Textension de Textremite 3' du brin d'ADN sur 
Tamorce B. L'ADN double brin ainsi obtenu de taille definie possfede alors le promoteur 
fonctionnel de l'amorce A, ainsi que le promoteur fonctionnel de l'amorce B, ce dernier 

35 etant precede d'une sequence arbitraire. 
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La matrice double brin ainsi obtenue permet de transcrire des ARNs a partir de 
chaque promoteur situe a 1'extremite de ce fragment de taille definie, en presence d'un 
excfcs de ribonucleosides triphosphates et de TARN polymerase correspondant k chaque 
promoteur. Les ARNs transcrit a partir du promoteur de A peuvent alors s'hybrider avec 
5 les amorces C et D. Le cycle issu de l'ex tension de C et D peut alors recommencer comme 
decrit pr^cedemment. 

Les figures 4 et 6 decrivent un cas particulier de la m&hode ^amplification 
par "Reaction de Transcription utilisant le Ddplacement" dans lequel les amorces A et B 
different des amorces A et B du proc&te general decrit aux figures 3 et 5. 

10 En effet, les amorces A et B ne contiennent, en plus de la sequence definie 

arbitraire et de la sequence complementaire ou homologue de la sequence cible, qu'une 
partie de la sdquence sens d'un promoteur d'une ARN polymerase, cette partie incluant 
Textremite 3* de cette sequence sens d'un promoteur, et ne donnant pas lieu, sous forme 
double brin, a la generation d'un promoteur fonctionnel, c'est k dire & meme d'induire 

15 Tinitiation de la transcription par une ARN polymerase. 

Les amorces C, D, E, F, G et H sont telles que decrites precedemment dans le 
proc£de general. En particulier, les amorces F et D comprennent tout ou partie d'une 
sequence sens de promoteur. 

La figure 4 decrit comme suit une voie d'entree pour le cycle ^amplification 

20 decrit par la figure 6 ; comme dans la description de la figure 3, sur la cible denaturee ou 
simple brin s'hybrident les amorces A et G, et eventuellement B et H si la cible est double 
brin. Les memes enzymes sont ajoutees au milieu reactionnel precedemment decrit. 
L'extension simultande de ces amorces par une ADN polymerase conduit au dSplacement 
du brin d'ADN provenant de l'extension de A ou B par extension du brin issu de G ou H 

25 respectivement. Les ADNs simple brin obtenus peuvent alors s'hybrider avec les amorces 
B et H, ou A et G respectivement. L'extension de G ou H provoque le deplacement du 
produit d'extension de A ou B respectivement. Les deux simple brins d'ADN de longueur 
definie ainsi gen£res, portant une sequence promoteur sens incomplete, peuvent s'hybrider 
avec les amorces D et C, ou F et E respectivement. Le produit d'extension de C ou E 

30 deplace le produit d'extension de E ou F respectivement, gdnerant chacun un simple brin 
d'ADN de longueur definie, et portant une sequence sens de promoteur complete, 
provenant des amorces D ou F. Ces brins d'ADN peuvent s'hybrider respectivement avec 
les amorces A ou B, dont l'extension genere chacune un acide nucleique double brin 
correspondant k la sequence cible encadree k une extr£mit6 par un promoteur pour une 

55 ARN polymerase entier et fonctionnel, et l'autre extremhe par une partie d'un promoteur 
non fonctionnel, suivie d'une sequence definie arbitraire. Comme la voie d'entree 
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decrite k la figure 3, la voie d'entr£e decrite k la figure 4 peut etre r£alis6e k partir d'une 
cible capture sur un support solide. 

Les ADNs double brin ainsi obtenus peuvent rentrer dans le cycle 
d'amplification d6crit par la figure 6. Chacun permet la transcription de multiples copies 
5 d'un ARN k partir du promoteur complet fonctionnel, Tun gdndrant un brin comprenant la 
sequence cible et 1'autre gen6rant un brin comprenant la sequence compMmentaire.de la 
cible, Ces brins d'ARNs peuvent alors respectivement s'hybrider soit avec les amorces E et 
F, soit avec les amorces C et D. Comme dans le cycle ^amplification decrit k la figure 5, 
les amorces C et D, ou E et F peuvent etre soit adjacentes, soit contigiies, soit 

10 chevauchantes (pourvu que l'hybridation sur TARN de l'extrgmitd 3* de F ou D soit 
possible). L'extension simultan6e de E et F ou de C et D sur leur matrice ARN respective 
conduit au emplacement du brin issu de F ou de D respectivement. Les deux brins d'ADN 
ainsi libenJs peuvent s'hybrider respectivement avec B ou A. Deux double brin d'ADN de 
longueur definie sont generes par extension des amorces A et B sur les ADNs 

15 neosynthetises et extension des ADNs neosynthetises sur ces amorces. lis peuvent k 
houveau rentrer dans le cycle car ils sont identiques aux deux ADNs double brin g6n€x6s 
lors de la voie d'entrde. 

Comme le cycle decrit a la figure 5, le cycle decrit k la figure 6 provoque une 
amplification exponentielle d'ARN et d'ADN correspondant aux deux brins 

20 complememaires de la cible initiate. 

La nature et la longueur des amorces utilisees dans cette invention, les 
sequences de promoteurs utilises et les concentrations d'ARN polymerases relatives k 
chaque type de promoteur pourront etre choisis de fagon a privilegier une voie 
d'amplification par rapport k l'autre, de manifcre k obtenir preferentiellement une forme ou 

25 une autre d'ADN ou d'ARN. II est ainsi possible d'obtenir majoritairement un ARN simple 
brin directement detectable dans les precedes de detection des produits d'amplification, en 
aval de la presente invention, sans etape de denaturation des acides nucleiques. 

L'ARN issu d'une des deux voies de la m^thode d'amplification decrite (figure 
5) etant substrat pour la deuxieme, et vice et versa, il apparait done que la methode selon 

30 l'invention est une technique d'amplification cyclique dont l'accumulation des produits de 
reaction s'effectue de maniere exponentielle. Chaque 6tape de transcription a partir d'un 
promoteur permet d'obtenir, a partir d'une matrice ADN, entre 500 et 1000 copies d'ARN. 
Chaque ARN permet d'obtenir une copie d'ADNc qui conduira a une matrice ADN 
disponible pour la transcription de 500 k 1000 copies d'ARN complementaire du premier. 

35 D en resulte done qu'en un seul cycle de ladite m6thode d'amplification, on aura une 
multiplication de la sequence cible par un facteur 2,5 x 10 5 a 10 6 . Pour un temps de 



• • 
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inaction minimum pour la methode d'amplification (par exemple une heure ou plus), 
plusieurs cycles de inaction pourront se produire, et ceci jusqu'a l'epuisement des reactifs 
d'amplification tels que les nucleosides triphosphates et les amorces, conduisant h une 
amplification dont le rendement correspond k 10 9 a 10 12 molecules d'ADN et d'ARN 

5 produites pour une seule molecule cible initiate. En fonction des concentrations des 
r6actifs utilises, et notanunent des differentes amorces, on peut privilegier, par la methode 
d'amplification, la production de Tune ou l'autre forme des acides nucteiques (ADN et/ou 
ARN), et 1'un ou l'autre des brins de l'acide nucldique cible de depart. 

Les termes "fragment d'acide nucteique", "segment d'acide nucteique" ou 

10 "oligonucleotide" tels qu'utilis6s dans la presente invention, signifient un fragment d'ADN 
ou d'ARN naturel, un polynucleotide naturel ou de synthase, un fragment d'ADN ou 
d'ARN de synthase non modifie ou comprenant au moins une base modiftee telles que 
Tinosine, la methyl-5-d6soxcytidine, la dimethylamino-5-desoxyuridine, la d6soxyuridine, 
la diamino-2,6-purine, la bromo-5-desoxyuridine, la pseudouridine, la pseudoisocytidine 

15 ou toute autre base modifiee permettant Thybridation. Ce polynucl6otide possede une 
longueur d'au moins 5 desoxyribonucleotides ou ribonucleotides comprenant 
6ventuellement au moins un nucleotide modifie comme precedemment d£crit. Ce 
polynucleotide peut aussi etre modifie au niveau de la liaison internucleotidique (comme 
par exemple les liaisons phosphorothioate, H-phosphonate, alkyl phosphonate), au niveau 

20 du squelette comme par exemple les alpha-oligonucleotides (brevet Fran9ais n° 2 607 507) 
ou les PNA (Egliolm et d/., 1992. J. Am. Chem. Soc. 114 : 1895-1897). Chacune des 
modifications peut Stre prise en combinaison. 

Le terme "support solide" tel qu'utilise ici inclut tous les materiaux sur lesquels 
peut etre immobilise un fragment d'acide nucleique pour une utilisation dans des tests 

25 diagnostiques, en chromatographic d'affinite et dans des processus de separation. Des 
materiaux naturels, de synthese, poreux ou non, magnetiques ou non, modifies ou non 
chimiquement peuvent £tre utilises comme support solide, notamment les polysaccharides 
tels que les matdriaux de cellulose, par exemple du papier, des derives de cellulose tels que 
1'acetate de cellulose et la nitrocellulose ; des polymfcres tels que le chlorure de vinyle, 

30 polyethylene, polystyrene, polyacrylate ou copolymeres tels que polymere de chlorure de 
vinyle et de propylene, polymere de chlorure de vinyle et acetate de vinyle ; copolymeres 
k base de styrfcnes ; des fibres naturelles telles que le coton et des fibres synthetiques telles 
que le nylon ; des ceramiques; de la silice. Les supports utilises dans la prdsente invention 
sont un polymere de polystyrene, un copolymere butadiene-styrene ou un copolymere 

35 butadiene-styrfene en melange avec un ou plusieurs polymeres ou copolymeres choisis 
parmi le polystyrene, les copolymeres styrene-acrylonitrile ou styrene-methylmetacrylate 
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de m&hyle, les polypropylenes, les polycarbonates ou analogues. Avantageusement, le 
support de la presente invention est un polystyrene ou un copolymere a base de styifcne 
comprenant entre 10 et 90 % en poids de motifs de styrene ou de la silice. Les supports 
solides selon l'invention peuvent etre, sans limitation, sous la forme d'une plaque de 
microtitration, d'une feuille, d'un cone, d'un tube, d'un puits, de billes ou analogue. 

Le terme "amorce" dSsigne une structure oligonucleotidique simple brin 
composee d'au . moins cinq nucleotides. Ces nucleotides peuvent etre des 
desoxyribonucleotides et/ou des ribonucleotides. Ces nucleotides peuvent etre modifies 
comme ddcrit prece'demment dans le paragraphe relatif a la description du terme "fragment 
d'acide nucle"ique". Les amorces oligonucleotidiques, une fois hybridees sur une sequence 
d'acide nucleique (ADN, ARN, ou molecule chimere ADN-ARN) substantiellement 
compfcmentaire sont substrats des polymerases. L'extremitiS 3'OH de ces amorces peut etre 
elonguee, en presence de nucleotides adequats et d'une polymerase, conduisant a la 
synthese d'un brin complementaire a la sequence matrice sur laquelle est hybridee ladite 
amorce. Une amorce peut egalement etre constitute par hybridation de l'extremite d'une 
sequence d'acide nucleique simple brin sur elle-meme, conduisant notamment a la 
formation de structures ' en epingle a cheveux ou tige-boucle. Les amorces 
oligonucleotidiques hybridees sur une sequence d'acide riucle"ique ont la propri&e" de fixer 
a leur extremity 3*011 les polymerases. 

Les exemples suivants illustrent l'invention sans toutefois la limiter. A moins 
qu'elles ne soient sp6cifiees, toutes les methodes relatives a la mise en oeuvre des 
experiences decrites dans les exemples ci-apres ont 6t6 rdalis&s conformement a leur 
description par Sambrook et al. (1989. Molecular Cloning : A Laboratory Manual, 2nd 
Edition, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor). 

EXEMPT F. 1 • 

La faisabilite de la technique d'amplification est d£montree en ddcomposant les 
diverses efapes intervenant dans celle-ci. Le principe de la methode" reposant sur une 
reaction de transcription utilisant le dtplacement, l'ttude de la transcription d'une cible 
ADN apres de-placement a 6t6 realisee (figure 2). Le modele d'etude choisi est la sequence 
du gene tern codant pour la B-lactamase, enzyme conferant une resistance a l'antibiotique 
ampicilline. La sequence de ce gfcne est decrite comme la sequence ID n°l. Cette sequence 
est presente dans le vecteur de clonage pBR322. Cet acide nucleique peut gtre obtenu par 
extraction de plasmides d'une culture bacterienne suivie d'une digestion par des 
endonucl6ases de restriction, ou etre prepare par une technique d'amplification appropriee 
(Sambrook et al. 1989. Molecular Cloning : A Laboratory Manual, 2nd Edition, Cold 
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Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor). La faisabilite ^installation d'un 
promoteur d'ARN polymerase par deplacement de brin, pour l'obtention dARNs 
complementaires d f une sequence cible (ARN ou ADN) par transcription en phase 
homogene (figure 2), a 6t€ 6tudi6e pour diverses ADN polymerases. Dans ce cas 
5 particulier, TARN polymerase utilisee est celle du phage T7. Les essais sont realises dans 
un volume final de 50 pi et dans le tampon de inaction IX d&rit par Milligan et al (1987. 
NucL Acids Res. 15 : 8783-8798) pour l'utilisation de TARN polymerase T7, en presence 
de dATP, dCTP, dGTP et dTTP (1 mM chaque, Pharmacia), de ATP, CTP, GTP et UTP 
(4mM chaque, Boehringer), de 1 U/pl de RNA guard (Pharmacia). La quantity de cible 

10 initiale utilisee est de 10 11 copies par essai, la concentration de TARN polymerase T7 
(New England Biolabs) est 1 U/pl et celle de 1'ADN polymerase est 0,1 U/pl. L'amorce 
promotrice A24 (SEQ ID n° : 2) contenant une sequence consensus du promoteur du 
phage T7 juxtaposge avec une s&juence complementaire de la cible, ainsi que l'amorce Z 
appelde 1028 (SEQ ID n° : 3), lorsque presentes, soht k une concentration finale de 

15 500 nM. Uamorce de deplacement Y appelee DIS1 (SEQ ID n° : 4) est & une 
concentration variable allant de 6 h 5 pM. Les diffSrents rtfactifs, exceptf le melange 
enzymatique susceptible d'etre inactive par la chaleur (ADN polymerase, ARN polymerase 
et RNA guard) sont mis en presence ^de la cible et denatures 3 minutes a 95°C (cible 
initiale constitute ADN double brin) ou 65°C (cible initiale constitue d'ARN simple brin), 

20 puis refroidis sur glace pour ['addition du melange enzymatique. La concentration en 
glycerol, due a l'addition des enzymes, est egale i-5 %. Une incubation de 2 heures & 37°C 
est alors realisee, avant que la reaction ne soit arret£e par congelation h -20°C. 

Une fraction du melange igactionnel (0,2 volume, soit 10 pi) est analysee par 
61ectrophorfcse en gel de polyacrylamide denaturant, pr6par6 selon la m&hode d^crite par 

25 Sambrook et al (1989. Molecular Cloning : A Laboratory Manual, 2nd Edition, Cold 
Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor). Les gels sont form6s par polymerisation 
d'une solution contenant 15 % d'acrylamide, uree 7 M, 0,26 % bisacrylamide, 0,6 %o 
persulfate d'ammonium, 90 mM Tris-borate, 2 mM EDTA, pH 8,3, en presence de 1 %>o 
TEMED. lis sont coutes dans des appareils d'electrophor&se "mini-protean II 

30 electrophoresis cell" (Biorad) et ont une epaisseur de 1 mm. Les 6chantillons a analyser 
sont prepares par melange de 10 pi de melange reactionnel et de 10 pi d'une solution 
0,035 % xylene cyanol, 0,035 % bleu de bromophenol, 1 mM EDTA, 98 % formamide. 
Avant depot sur gel, ces fehantillons sont denatures k 65°C pendant 2 minutes, puis 
refroidis rapidement sur glace. L'61ectrophorese est effectuee h 150 Volts, jusqu'a ce que le 

35 bleu de bromophenol migre a 1 cm du bas du gel. Les gels sont alors colores pendant 10 
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minutes dans une solution de bromure d'ethidium k 0,6 |Xg/ml, et photographies sur une 
table UV (312 nm) grace a un appareil MP4 (Polaroid). 

Les produits s6par£s par electrophorfese sont transf£rds sur membrane de nylon 
Hybond N. (Amersham) grace a un appareil "mini trans-blot electrophoretic transfert cell" 
(Biorad), dans un tampon 45 mM Tris-Borate, 1 mM EDTA, pH 8,3, k 4°C, sous un 
champ (Slectrique de 35 Volts . heure* 1 . cm' 1 . Les membranes sont ensuite sech6es durant 
5 minutes k 80°C, puis les acides nucteiques sont fixes sur la membrane par exposition aux 
rayonnements UV (312 nm) durant 3 minutes. 

Les membranes sont prehybridees par incubation k 37°C pendant 60 minutes 
dans 4 ml de tampon phosphate de sodium 0,1 M pH7,0, chlorure de sodium 0,5 M, 
EDTA 1 mM, SDS 0,65 %, ADN.de saumon 0,14mg/ml, et poly&hyfene glycol 6000 
(PEG) 2 %. L'hybridation est effectuee par incubation durant 60 minutes a 37°C dans 5 ml 
du meme tampon contenant, k la concentration de 200ng/ml roligonucleotide A28 (SEQ 
ID n° : 5), complementaire du produit de transcription attendu (correspondant au brin de la 
15 sequence ID n° : 1) du gene rem, et marqu6 a la peroxydase de raifort par couplage en 5' 
selon le proced* prec£demment decrit dans le brevet International WO 91/19812. Aprfes 3 
lavages de 30 secondes dans 50 ml de tampon PBS IX (Sambrook et al y 1989. Molecular 
Cloning : A Laboratory Manual, 2nd Edition, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold 
Spring Harbor) contenant 0,5 7°° de Tween 20, roligonucleotide hybride est nJvele par 
l'activite de la peroxydase en presence de 10 mg de uStrahydrochlorure de 
diaminobenzidine dihydrate (DAB) dans 20 ml de tampon phosphate de sodium 20 mM 
pH 7,2, chlorure de sodium 150 mM, albumine de s6rum de bovin 2mg/ml. Apres • 
incubation k temperature ambiante et k l'abri de la lumiere pendant 15 minutes, la reaction 
est arretee par ringage a 1'eau distill^e. 
25 Des essais de transcription d6pendante du d£placement ont ete r6alis£s a partir 

d'une cible constitute du plasmide pBR322 pnSalablement cliv£ par l'endonuctease Alu I 
puis purifie (10 11 copies/essai). L'ADN polymerase utilisee est une ADN polymerase 
ADN-dependante, le fragment de Klenow (Boehringer, 5 U/essai), en absence ou en 
presence de differentes concentrations d'amorce de ddplacement Y appelee DIS1 (SEQ ID 
30 n°:4), a savoir : 5pM (environ 10" copies), 500 nM, 50 nM, 5nM ou 0,5 nM. Un 
temoin d'activitS de 1'ARN polymerase T7 a &6 prealablement constitue en pr£parant un 
fragment d'ADN double brin par PCR, k partir de la cible pBR322 clivee par Alu I, et k 
I'aide des amorces A24 (SEQ ID n° : 2) et 1028 (SEQ ID n° : 3). Bien entendu, les 
fragments double brin k extremites definies comprenant au moins un promoteur, pouvant 
etre prepares par exemple par clonage d'une sequence dans un plasmide contenant un 
promoteur, digestion par des enzymes de restriction et purification sur gel d'agarose suivie 
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d'une eiectroelution. Le produit de 285 paires de bases ainsi obtenu contient alors a une 
extremitc le promoteur du phage T7 et sa transcription par TARN polymerase T7 permet 
d'obtenir un ARN de 263 bases correspondant au produit de inaction attendu lors des 
essais de transcription dependante du deplacement. Le temoin d'activke de TARN 
5 polymerase T7 est realise par incubation de 10 11 copies du fragment de 285 paires de 
bases dans les conditions precedemment decrites, mais en absence d'ADN polymerase et 
de dNTPs. Cette reaction est effectu^e pendant deux heures, en parallele des essais de 
deplacement 

La figure 8 illustre les resultats obtenus lors des essais de deplacement de brin 

10 par le fragment de Klenow, en presence de quantit£s variables d'amorce de deplacement Y. 
Comme attendu, les resultats montrent que la presence d'un produit de transcription est 
limitee aux echantillons contenant une amorce de deplacement Y. Les resultats de 
transcription positifs en presence d'amorce de deplacement Y mettent en evidence la 
capacite de deplacement de brin du fragment de Klenow. En effet, la presence d'ARNs 

15 compiementaires de la cible tern et de taille correspondant h. 1'espacement des amorces X et 
Z sur la cible tem y c'est h dire identiques i ceux issus du temoin de transcription, provient 
de la transcription h partir d'un fragment d'ADN double brin identique k celui du temoin 
de transcription par TARN polymerase T7 et contenant, comme ce dernier, un promoteur 
d'ARN polymerase fonctionnel (double brin). Ce fragment ne peut etre obtenu, dans les 

20 conditions de reaction decrites, que par extension de l'amorce Z hybridee sur le produit 
d'extensioh de l'amorce promotrice X (figure 2) contenant le promoteur T7. Or, 
l'hybridation et Textension de Tamorce Z n'est possible qu'en presence d'un produit 
d'extension de l'amorce promotrice X sous forme simple brin. La presence de ce produit 
d'extension sous forme simple brin ne peut provenir que de Textension de l'amorce de 

25 deplacement Y qui provoque la liberation du produit d'extension de l'amorce promo- 
trice X. 

Les resultats montrent egalement que l'intensite du produit de transcription 
final varie en fonction de la concentration de Famorce de deplacement Y dans les essais. 
La quantite de materiel txanscrit etant proportionnelle & la quantite de matrice disponible 

30 pour TARN polymerase T7, il apparait done que la quantite de matrice synthetisee par 
deplacement et extension difffere en fonction de la quantite d'amorce de deplacement Y 
utilisee dans un essai. La concentration d'amorce Z etant constante et en exces, la quantite 
de matrice double brin disponible depend de celle du produit simple brin d'extension de 
l'amorce promotrice. D severe done que la quantite de produit d'extension libere (simple 

35 brin) varie en fonction de la concentration de l'amorce de deplacement dans les essais. 
Dans les conditions utilisees, une concentration d'amorce de deplacement de 50 nM (soit 
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10 fois la quantite de cible presente), correspondant a un ratio amorce de deplacement / 
amorce promotrice 6gal k 1/10 donne le meilleur rendement de deplacement et done de 
transcription. Ces resultats montrent l'influence du ratio amorce de deplacement / amorce 
promotrice pour le rendement de deplacement d'un brin d f acide nucleique par extension 
5 d'une amorce situee en amont de ce dernier. De pan et d f autre de cet optimum, le 
rendement de deplacement diminue sensiblement : si la concentration d'amorce de 
deplacement augmente, les conditions thermodynamiques favorisent Vhybridation de celle- 
ci sur la cible et done son extension, au detriment de l'hybridation puis Textension de 
l'amorce promotrice; de meme, les resultats montrent que si la concentration d'amorce de 

10 deplacement diminue, la probabilite d'hybridation de celle-ci en amont de l'amorce 
promotrice diminue, et par voie de consequence, la probabilite d'extension pour le 
deplacement du brin situe en aval diminue. 

Cet exemple demontre la possibility d'utiliser les proprietes de deplacement de 
brin d'une polymerase pour ^installation d'une sequence promotrice sur une sequence cible 

15 donnee. Cette methode a pour avantage de permettre l'obtention d'une matrice ADN pour 
1'ARN polymerase, sans recourir h. une etape de denaturation thermique, chimique ou 
necessiter Taction d'une activite enzymatique de type nuclease afin de liberer le produit 
d'extension d'une amorce promotrice sur un acide nucleique simple brin. Par le biais d'une 
etape de transcription associee, il est done possible de synthetiser un grand nombre de 

20 copies d'ARN correspondant h la sequence cible comprise entre les deux amorces X et Z. 
La figure 8 montre que la sequence cible ne peut etre detectee par la methode utilisee sans 
etape d'amplification par transcription (piste 2). En revanche, rutilisation d'une ADN 
polymerase douee d'activite de deplacement de brin, associee & une amorce de 
deplacement, permet d'obtenir une matrice permettant la synthese de multiples brins 

25 d'ARN correspondant h la cible, et dont le nombre permet leur detection, indiquant la 
presence de la cible dans 1'echantillon initial. Cet exemple demontre done l'interet de la 
methode afin d'installer un promoteur d'ARN polymerase par deplacement de brin pour 
l'obtention de multiples brins d'ARN compiementaires d'une sequence cible par 
transcription en phase homogene (une seule etape et une seule temperature). Cette 

30 methode permet d'obtenir directement des trariscrits d'une sequence cible par addition d'un 
melange reactionnel comprenant une amorce Y, une amorce X, une amorce Z, des 
desoxyribonucieosides triphosphates et des ribonucieosides triphosphates, une ADN 
polymerase douee d'une capacite de deplacement de brin et une ARN polymerase, & une 
cible d'acide nucleique pr6alablement denaturee, notamment dans le cas d'une cible double 

35 brin. La methode est done composee d'une etape unique, sans addition ulterieure ou 
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intermediate de reactifs, ni utilisation d'activite enzymatique, en pairticulier d'activite 
nuclease. 

EXEMPT 2 : 

5 La faisabilit6 de la presente invention implique egalement que la transcription 

en phase homogene, corame decrite dans 1'exemple 1, puisse Egalement etre realisde k 
partir d'une molecule ARN, Cette molecule d'ARN peut etre soit la cible initiate dont la 
presente invention permet de determiner la presence par amplification, ou un produit 
intermediaire du cycle de la methode ^amplification (figure 5). Ce produit intermediaire 

10 peut etre, a titre d'exemple, TARN obtenu par transcription dans le cas de l'exemple 1. 
Cette faisabilite suppose l'utilisation d'une ADN polymerase k la fois ARN- et ADN- 
dependante qui possfede une capacite de deplacement de brim Afin de demontrer cette 
faisabilite, des ARNs, c'est k dire correspondant k la sequence complementaire de la 
sequence de tern (SEQ ID n° :rl), ont ete synthetises in vitro a l'aide de TARN polymerase 

15 T7, selon les conditions reactionnelles du kit MEGAscript (Ambion), k partir de 10 12 
copies de matrice ADN. Pour ce faire, une matrice d'ADN double brin a ete synthetisee 
par PCR, a partir de pBR322, et a l'aide des amorces PROANTT (SEQ ID n° : 6) et ORF1 
(SEQ ID n° : 7). Le produit de 889 paires de bases ainsi obtenu contient alors k une 
extremite le promoteur du phage T7 et sa transcription par TARN polymerase T7 permet 

20 d'obtenir un ARN de 867 bases correspondant k la sequence complementaire de la 
sequence du gene tern (SEQ ID n° : 1). Les ARNs synthetises sont traites k la DNase I afin 
d'eiiminer TADN matrice, purifies par extraction au phenol/chloroforme et precipes k 
rethanol en presence de sels d'acetate d'ammdnium. Les ARNs ainsi obtenus sont repris 
dans de Teau prealablement traitee au diethylpyrocarbonate (DEPC), analyses par 

25 eiectrophorfcse en gel de polyacrylamide denaturant et doses par absorbance k 260 nm. 
Une quantite equivalente k 10 11 copies d'ARN cible (5 nM final) est utilisee par essai et 
les conditions de reaction sont identiques k celles decrites dans Texemple 1, en presence 
des amorces X, Y et Z precedemment decrites. Cependant, TADN polymerase utilisee dans 
le cadre de ces essais est la transcriptase inverse du virus AMV (Seikagaku) et le ratio 

30 amorce de deplacement/amorce promotrice fixe k l'optimum precedemment determine 
(1/10) a ete utilise, ce qui correspond k une concentration finale de Famorce de 
deplacement egale a 50 nM final, L'analyse des produits de reaction est realisee comme 
deprit dans Texemple 1, par separation eiectrophoretique, transfert sur membrane et 
hybridation k Taide de la sonde A28 (SEQ ID n° : 5) marquee a la peroxydase de raifort 

35 La figure 9 illustre les resultats obtenus lors des differents essais reactionnels. Une 
quantite equivalente a 10 12 copies du fragment de PCR de 285 paires de bases, contenant 
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un promoteur T7 k une extr^mite, obtenu a I'aide des amorces A24 (SEQ ID n° : 2) et 
1028 (SEQ ID n° : 3), a ete d^posee (piste 1) afin de servir de marqueur de taille pour 
TARN attendu (263 bases), correspondant a la transcription d'un fragment identique, lors 
des essais realises. Les essais ont 6t6 realises en absence de transcriptase inverse et ARN 

5 polymerase T7 (piste 2), et en presence des enzymes, avec les amorces X, Y et Z (piste 3), 
sans amorce de deplacement Y (piste 4) ou sans amorce Z (piste 5). L'ARN de 263 bases 
attendu n'est detecte qa'k partir de Tessai comportant Tensemble des i€actifs enzymatiques 
et des amorces, tandis qu'en absence d'amorce de deplacement, aucun produit de 
transcription n'est obtenu. Ce i^sultat confirme done la faisabilitd du deplacement de brin 

10 par Taction d'une ADN polymerase et demontre la faisabilite du deplacement sur matrice 
ARN, grace k la capacity de deplacement de brin de la transcriptase inverse AMV. Cette 
derntere est done capable, lors de Textension d'une amorce situee en amont d'une amorce 
precedemment etendue, de dissocier un heteroduplex ARN-ADN. La stabilite de ce 
dernier etant connue pour etre superieure a celle d'un homoduplex ADN- ADN, il est a 

15 fortiori probable que cette transcriptase inverse soit capable, par extension d'amorce, de 
deplacer un brin d'ADN hybride sur une cible ADN. Bien qu'une activite RNaseH 
associee a la transcriptase inverse AMV soit decrite, aucun produit de transcription n'est 
obtenu en l'absence d'amorce de deplacement. Ceci suggere que les conditions de tampon 
utilisees dans ces essais ne sont pas propices a cette activity RNase H ou que la sequence 

20 de la cible ARN utilisee est peu sensible k Taction de cette derniere. L/ARN du duplex 
ARN cible- ADNc ne peut done etre degrade et le produit d'extension de Tamorce 
promotrice ne peut done etre liberee pour Thybridation et Textension de Tamorce Z sur ce 
dernier. Ce resultat demontre done, outre la capacitd de deplacement de brin de la 
transcriptase inverse AMV, le manque total d'efficacite, dans ces conditions, de la 

25 separation d'un ADNc d'un heteroduplex ADNc-ARN par action de la RNase H associee a 
la transcriptase inverse AMV, justifiant Tutilisation de RNase H exogene ^Escherichia 
coli dans les methodes d'amplification transcriptionnelles precedemment decrites, comme 
la NASBA, la 3SR ou la LAT. En absence d'amorce Z (mais en presence d'amorce de 
deplacement Y), aucun produit de transcription n'est obtenu, ce qui montre qu'aucune 

30 reaction d'autoamo^age ne se produit k Textremite 3' de TADNc issu de Textension de 
Tamorce promotrice, dans les conditions de la presente reaction, bien que cette propriete 
ait ete decrite chez les transcriptases inverses dans des conditions particulteres. 

Cet exemple demontre done Tefficacite de la methode pour installer un 
promoteur d'ARN polymerase par deplacement de brin pour Tobtention d'ARNs 

35 compiementaires d'une sequence cible d'ARN, par transcription en phase homogene (une 
seule etape et une seule temperature) tel que decrit dans la figure 2, et pour produire de 
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multiples brins d'ARN complementaires d'un brin d'ARN cible donne. La methode est 
done composee d'une etape unique, sans addition ulterieure ou intermfdiaire de r£actifs, et 
ne requiert aucune activit£ nuclease, en particulier RNase H, pour la separation d'un ADNc 
d'un heteroduplex ARN- ADN. En particulier, dans les conditions de r6action, la 
5 transcriptase inverse AMV ne montre pas d'activite RNase H qui permettrait la liberation, 
en absence d'amorce de deplacement, du brin 6tendu h partir de l'amorce promotrice sur 
matrice ARN. La capacitd de deplacement de brin de la transcriptase inverse AMV 
ddmontre done la faisabilite du cycle ^amplification et par consequent le caractere 
exponentiel de 1'accumulation des produits de inaction h partir d'une cible ARN ou ADN 
10 (figure 5). 

EXEMPLE 3 : 

Afin de confirmer la faisabilite de la separation d'une mol6cule d'ADN d'un 
heteroduplex ADN- ARN par deplacement de brin, et ce independamment de toute activite 

15 RNase H i€siduelle intrinseque a certaines transcriptases inverses, des essais ont 6t6 
r6alis6s en utilisant une transcriptase inverse MMLV depourvue d'activite RNase H. Une 
telle enzyme, obtenue par genie g6n6tique, est disponible commercialement sous 
l'appellation "Superscript 11 " (GD3CO-BRL). Les essais ont ete realises comme dans 
l'exemple 2, h partir de la meme cible ARN, h Taide des amorces X, Y et Z precedemment 

20 decrites. La Superscript 11 est ajoutee a une concentration finale de 4 U/pl (200 U/essai) et 
les amorces de deplacement et promotrices sont pr6sentes & un ratio de 1/10. Les produits 
de reaction sont analyses de la fa?on decrite dans l'exemple 1. Les r6sultats obtenus sont 
prcsentds dans la figure 10. II apparait que la presence d'un produit de transcription est 
limitee & l'dchantillon comportant une amorce de deplacement Y (piste 7), ce qui confirme 

25 la capacite de deplacement de brin de la transcriptase inverse MMLV depourvue d'activite 
RNase H. En absence d'amorce de deplacement (piste 6), aucun signal de transcription 
n'est obtenu, confirmant la validite de la separation d'un ADN d'un heteroduplex ARN- 
ADN par les propri€t6s de deplacement de brin des transcriptases inverses. En absence 
d'amorce Z (piste 5), aucun produit de transcription n'est obtenu, ce qui confirme, comme 

30 dans l'exemple 2, que la transcriptase inverse MMLV "Superscript 11 " ne realise pas 
d'autoreamorgage de 1'extremite 3' de l'ADNc dans ces conditions de reaction. 

Cet exemple confirme done la faisabilite de la methode d'amplification par 
transcription utilisant le deplacement, k partir d'une cible ARN, et ce de manifcre 
totalement inddpendante des activitds RNase H dventuellement pr£sentes dans le milieu 

35 reactionnel. La methode d'amplification decrite dans la presente invention peut done etre 
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realisee a l'aide d'une transcriptase inverse et d'une ARN polymerase, sans aucune autre 
activite enzymatique supplementaire. 

JEXEMPLE 4 : 

5 La faisabilite de la mdthode d'amplification decrite dans la presente invention 

repose egalement sur la capacity d'ARN polymerases k transcrire des ARNs 
complementaires h partir d'une seule et meme matrice double brin comportant des 
promoteurs d'ARN polymerase fonctionnels k chacune de ses extremites, en particulier 
dans la methode decrite aux figures 3 et 5. Afin de valider cette hypothese, une matrice 

10 ADN double brin a 6t€ synthetis^e par PCR, en presence des amorces DTA1 (SEQ ID 
n° : 8) et DTA2 (SEQ ID n° : 9), a partir de la cible pBR322. Le fragment de 275 paires 
de bases ainsi obtenu est purifie. II contient une partie de la sequence du gfcne tern (du 
nucleotide 312 & 486 inclus de la SEQ ID n° : 1), encadre par deux promoteurs de TARN 
polymerase du phage T7, orients pour la transcription de Tun ou l'autre des brins de la 

15 sequence tern. Chaqiie sequence sens promotrice est pr£c6d6e en 5 1 par une sequence 
correspondant a l'amorce F220 (SEQ ID n° : 10). La transcription d'un tel fragment a 
partir de chacun des promoteurs situ6s k ses extremites doit thdoriquement conduire a la 
synthese de deux populations d'ARN complementaires Tun de l'autre et comportant & leur 
extremity 3' la sequence antisens du promoteur T7 (c'est k dire la sequence 

20 complementaire de la sequence sens du promoteur T7) suivie de la sequence 
complementaire de Toligonucleotide F220 (SEQ ID n° : 10). La taille des ARNs attendus 
est de 231 bases, et ils contiennent la sequence comprise entre les nucleotides 312 a 486 
(inclus) du g£ne tern (SEQ ID n° : 1), ou la sequence complementaire de celle-ci. Des 
essais de transcription sont realises, £ partir du fragment de PCR portant un promoteur a 

25 chaque extremite, dans le tampon IX decrit par Milligan et aL (1987. NucL Acids Res. 15 : 
8783-8798), dans un volume final de 50 pi, en presence d'ATP, CTP, GTP et UTP (4 mM 
chaque), de 1 U/pl d'ARN polymerase du phage T7 (New England Biolabs) et 1 U/pl de 
RNA guard (Pharmacia). La matrice PCR est utilisee & 10 11 copies par essai et la 
concentration en glycerol due a l'addition des enzymes est de 5 %. La transcription est 

30 effectuee pendant 2 heures a 37°C et arretee par congelation a -20°C. Le produit de 
reaction (10 pi) est analyse par separation eiectrophoretique en gel de polyacrylamide 
denaturant, puis transfere sur membrane de Nylon, comme decrit dans 1'exemple 1. Deux 
membranes sont ainsi preparees afin de realiser une hybridation de la sonde A28 (SEQ ID 
n° : 5) marquee en 5' par la peroxydase de raifort, d'une part, et de la sonde A 19 (SEQ ID 

35 n° : 11) egalement marquee en 5' par la peroxydase de raifort, d'autre part. La sonde A19 
permet de detecter les ARNs, complementaires de la sequence de tern decrite (SEQ ID 



• ' • 
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n° : 1), tandis que la sonde A28 permet la detection des ARNs correspondant k la sequence 
de tern ddcrite (SEQ ID n° : 1). La figure 1 1 illustre les resultats obtenus lors de ces essais. 
Les sondes A28 et A19 permettent de detecter 10 12 copies de la matrice d'ADN cible 
double brin de 275 paires de bases (piste 1), ainsi que des ARNs de 231 bases dans le cas 

5 des essais transcriptionnels (piste 2). La detection des transcrits attendus k l'aide des deux 
types de sondes A 19 (partieA) et A28 (partieB) montre que la transcription d'ARNs 
corapl6mentaires a 6t6 igaliste par TARN polymerase T7, k partir de chaque promoteur de 
la matrice ADN. Uobtention d'ARNs complementaires k partir d'une matrice ADN 
commune contenant un promoteur a chacune de ses extr£mit6s d6nontre que TARN 

10 polymerase T7 est capable de realiser la polymdrisation d'ARNs par progression 
convergente sur une meme matrice. La possibility d'obtention d'ARN complementaires 
dans ces conditions k l'aide d'une ARN polymerase confirme done la faisabilit6 de la 
mgthode d'amplification de la pi^sente invention d&rits aux figures 3 et 5. Ces resultats 
confirment done que le cycle d'amplification d6crit dans la presente invention aux 

15 figures 3 et 5 possfcde un caractere exponentiel, conduisant k une importante accumulation 
d'ARN et d'ADN dont la sequence correspond a la partie de la cible comprise entre les 
amorces promotrices A et B (figure 5). 

EXEMPLE 5 : 

20 La validite exp6rimentale de la methode d'amplification DTR a ete prouvte par 

F£tude d'un des cycles d'amplification decrits dans la presente invention, et en particulier 
tel que d6crit dans la figure 15. Pour ce faire un fragment de PCR de 167 paires de bases a 
ete synthase k l'aide des amorces DTA7 (SEQ ID n° : 12) et DTA8 (SEQ ID n° : 13), k 
partir de pBR322, et qui contient done une partie de la sdquence du gfene tern (du 

25 nucleotide 336 k 402 inclus de la SEQ ID n° : 1). Ce fragment de PCR correspond k un 
type de molecule d'entr€e dans le cycle d'amplification et contient par consequent k 
chacune de ses extr&nites une sequence promotrice d'ARN polymerase (en particulier le 
promoteur du phage T7), pieced£e en 5' d'une sequence ddfinie telle que la sequence 
F220 (SEQ ID n° : 10). Afin de mettre en evidence le caractere exponentiel de la mdthode, 

30 differentes reactions d'amplification ont 6te menses en parallele en presence de quantity 
decroissantes de molecule cible constitute par le fragment de PCR precedent purifie 
(correspondant k Tentree dans le cycle d'amplification) : de 10 10 k 10 6 copies par essai. 
Les reactions ont et6 realises dans un volume final de 50 pi, en presence d'ATP, CTP, 
GTP et UTP (4 mM chaque), de dATP, dCTP, dGTP et dTTP (1 mM chaque) de 1 U/pl 

35 d'ARN polymerase du phage T7 (New England Biolabs), de 4U/pl de Transcriptase 
inverse MMLV "Superscript 11 " (GIBCO-BRL), depourvue d'activitt* RNaseH, et 1 U/pl 
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de RNA "Guard" (Pharmacia). Le milieu rcactionnel contenait en outre les differentes 
amorces promoirices A et B correspondant k DTA7 et DTA8 (SEQ ID n° : 12 et SEQ ID 
n° : 13, respectivement) k une concentration de 0,01 pM et 1'amorce de deplacement C 
equivalente a E correspondant a F220 (SEQ ID n° : 10) k une concentration de 1 pM. 
5 Aprfcs deux heures d'incubation 37°C, les inactions d'amplification sont arretees par 
congelation du milieu reactionnel a -20°C. Une fraction de 5 pi, soit 1/10 de volume 
rcactionnel est analysee quantitativement par capture et detection sp&ifique seldn la 
m6thode ELOSA (Enzyme Linked Oligo Sorbent Assay), La methode fait intervenir la 
fixation d'un oligonucleotide de capture sur support solide (plaque de microtitration), la 

10 ddnaturation du produit de reaction, son hybridation sur la sonde de capture specifique de 
la sequence amplifiee et la revelation par une sonde de detection coupiee k la peroxydase 
de raifoit ^oligonucleotide de capture A20 (SEQ ID n° : 14) est fixe de fa9on passive sur 
les puits d'une plaque de microtitration Nunc-Immuno plate de Maxisorp selon la methode 
deja decrite dans le brevet FR 91 09057, permettant la fixation d'environ 5pmoles d' 

15 oligonucleotide sur un puits. Apres fixation, trois lavages avec du tampon PBS Tween IX 
sont effectues. La detection du produit d'amplification capture est r€alis6e conformement 
a la technique precedemment decrite dans le brevet FR 91 09057. La fraction de 5 pi k 
analyser est ajoutee k un volume de 35 pi de tampon phosphate de sodium 0,2 M pH 7,0, 
chlorure de sodium 1 M, EDTA 2mM, SDS 1,3%, ADN de saumon 0,24mg/ml, ~ 

20 polyethylene glycol (PEG) 6000 4%. Les acides nucleiques contenus dans cet echantillon 
sont denatures par addition de 5 pi d'hydroxyde de sodium 2 M k temperature ambiante, et 
neutralises apres 3 minutes par addition de 5 pi d'acide acetique 2 M. Pour controle et 
etalonnage, deux gammes de dilution d'ARN correspondant aux produits d'amplification 
attendus sont effectuees. Les echantillons sont alors deposes dans le puits d'une plaque de 

25 microtitration dans lequel a ete prealablement fixee la sonde oligonucieotidique de capture 
A20 (SEQ ID n° : 14). On depose soit 50 pi d'echantillon non dilue, soit le meme volume 
d'echantillon dilue au 10^ me ou au 100*™. Immediatement, un volume de 50 pi de tampon 
phosphate de sodium 0,2 M pH 7,0, chlorure de sodium 1 M, EDTA 2 mM, SDS 1,3%, 
ADN de saumon 0,24 mg/ml, polyethylene glycol (PEG) 6000 4%, contenant 5 ng de 

30 sonde oligonucieotidique de detection A18 (SEQ ID n° : 15) coupiee k la peroxydase de 
raifort, est ajoute. Apres incubation 60 minutes a 37°C, les puits sont laves au PBS Tween 
, IX. La revelation de la sonde A18-peroxydase hybridee sur le produit d'amplification est 
effectuee par addition de 100 pi d'une solution contenant le substrat ortho-phenylene 
diamine (OPD). La reaction colorimetrique est arretee apres 20 minutes par addition de 

35 100 pi d'acide sulfurique 1 M. La densite optique k 492 nm est lue grace a un lecteur 
AXIA microreader (bioMerieux). Les resultats obtenus sont representes par les 
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histogrammes dans la figure 18. Pour chacune des dilutions de cible, trois essais ont 6t6 
realises : essai complet (comme decrit precedemment), essai sans amorce de deplacement 
F220 (SEQ ID n° : 10) et essai sans transcriptase inverse MMLV "Superscript 11 ". Les 
r6sultats montrent que la m^thode d'amplification (syst&me complet) permet de detecter 
5 dans ces conditions un signal sp6cifique significatif jusqu'£ une quantite de cible initiate 
de 10 7 copies par essai, soit une sensibility de 10 6 copies, puisqu'une fraction 6quivalant k 
l/lO&ne du milieu r6actiorinel est analyse dans ces conditions. Cette sensibility n'est que 
relative et peut etre grandement amelioree si Ton utilise un systfeme de r^vdlation autre 
que la colorim6trie (par exemple la fluorescence, la chemiluminescence ou la 

10 bioluminescence). Les rfsultats montrent surtout qu'en absence d'amorce de deplacement 
F220, un signal specifique n'est obtenu que pour une quantity de cible egale 10 10 copies 
par essai. La difference de sensibility de detection entre "avec" et "sans" amorce de 
ddplacement est done d'un facteur 10 3 , ou de 3 unites Log de base 10. Ceci demontre que 
la m6thode permet une accumulation importante de prbduit d'arnplification, celle-ci ne 

15 . pouvant provenir que de la realisation du cycle d'arnplification. Cette cyclisation n'est 
done possible que par la presence d'une amorce de d6placement telle que 1'amorce F220. 
De meme, si Ton supprime la transcriptase inverse MMLV "Superscript 11 *', on ne peut 
obtenir un signal de detection que pour une quantite de cible initiale sup^rieure ou 6gale k 
copies par essai. Ces demieres conditions de reaction correspondent en fait a une 

20 etape de transcription nealisee sur la molecule bifonctionnelle correspondant a 1 'entree 
dans le cycle d'arnplification, comme d6crit dans l'exemple 4. Ces donnees montrent done 
que la methode est extremement plus sensible que la transcription seule et que cette 
i sensibility repose sur la cyclisation du proc&ie jusqu'a l'etape de transcription par le biais 

d'uhe ytape de deplacement enzymatique, en particulier k Paide d'une amorce de 

25 deplacement en presence d'une ADN polymerase telle qu'une transcriptase inverse. 
L' analyse qualitative des essais d'amplification par separation yiectrophor£tique, transfert 
sur membrane de nylon et hybridation, comme d6crit dans l'exemple 1, k Taide de la 
sonde A28 (SEQ ID n° : 5) d'une part et de la sonde A18 (SEQ ID n° : 15) d'autre part 
couptees a la peroxydase de raifort, a permis de mettre en evidence deux molecules 

30 d'ARN compl6mentaires de 120 bases, correspondant au produit d'amplification attendu 
(117 bases). 

De la meme fa?on, si Ton realise les essais d'amplification prdcedents dans un 
milieu contenant, conformement k la figure 5, outre la premiere amorce de deplacement C 
(equivalente a E, dans ce cas particulier) correspondant k F220 (SEQ ID n° : 10), une 
35 deuxifeme amorce de deplacement D (dquivalente k F) correspondant & T7pro (SEQ ID 
n° : 16), on obtient des r6sultats et une sensibility similaires k ceux obtenus avec un seul ' 



WO 95/03425 PCT/FR94/00935 

47 



type d' amorce de d6placement. Ceci montre que la technique peut etre simplify et est 
suffisamment 6volutive pour etre adapt6e en fonction des cas particuliers \i6s h la nature 
de la cible nucleique h amplifier. 

Le seuil de detection de la methode de detection colorim6trique utilisee dans cet 
5 exemple, superieur ou 6gal 10 10 copies par essai, permet done de deduire un facteur 
d' amplification superieur ou egal h 10 4 en deux heures de reaction. 

EXEMELEJi : 

La mdthode d'amplification "DTR" decrite dans la presente invention repose sur 

10 un cycle exponentiel utilisant de maniere combin^e la transcription et le deplacement de 
brin. En particulier, le deplacement de brin enzymatique fait intervenir, tel que d£crit dans 
la figure 15, une transcriptase inverse, une amorce de deplacement C (equivalente h E dans 
cet exemple) et deux amorces promotices (A et B j devant etre deplacees. Au sein du cycle 
d'amplification, le ratio amorce de deplacement/amorce d6plac£e (ici amorce promotrice) 

15 influence de maniere importante le rendement d'amplification de la methode. Si on realise 
l'amplification dans les conditions rgactionnelles prfcedentes, en presence de 10% ou 10 9 
copies de cible initiale, avec une concentration fixe d'amorces promotrices A et B 
correspondant a DTA7 (SEQ ID n° : 12) et DTA8 (SEQ ID n° : 13) egale 2t 0,1 pM, et une 
concentration d'amorce de deplacement C correspondant a F220 (SEQ ID n° : 10) egale k 

20 0,001, 0,01, 0,1, 1 ou 10 pM, on obtient un rendement d'amplification croissant avec le 
ratio amorce de deplacement/amorce deplacee (figure 19). L' analyse quantitative sur 
plaque de microtitration, comme d£crit dans l'exemple 5, en utilisant une sonde de capture 
A25 (SEQ ID n° : 17) et une sonde de detection A28 (SEQ ID n° : 5), montre (figure 19) 
que le ratio amorce de deplacement/amorce d6plac6e £gal h. 100 est le plus favorable dans 

25 ce cas (on notera qu'une valeur 6gale a 2500 correspond a une saturation optique de 
l'appareil et correspond done & un signal superieur ou £gal h 2500). Ce ratio doit etre 
adapte selon la longueur des amorces de deplacement ou promotrices utilisees, ou selon la 
nature de la sequence cible, afin de favoriser l'etape de cyclisation par deplacement 
enzymatique de brin . 

30 

EXEMPTS 7: 

L'efficacite de 1'amplification exponentielle de la technique "DTR" peut etre mise 
en evidence par une analyse de la cindtique d'apparition du signal d'amplification. Pour ce 
faire, une reaction d'amplification a 6t6 r€alisee i partir de 10 9 copies de molecule cible, 
35 conformement aux conditions de l'exemple 5. A des intervalles reguliers, une fraction de 
5 pi de melange rfactionnel a 6te pr61ev6e et congelee immediatement a -20°C L'analyse 
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quantitative du signal d' amplification de ces fractions a ete realist comme decrit dans 
1'exemple 5, en utilisant une sonde de capture A25 (SEQ ID n° : 17) et une sonde de 
detection A28 (SEQ ID n° : 5). En parallele, un essai d'amplification a 6\6 realise en 
absence d'amorce de d6placement F220. Les rfsultats indiquSs par les courbes de la 

5 figure 20 montrent clairement que 1'apparition du signal est exponentielle et tits rapide, 
puisqu'un plateau est atteint dbs 1 heure de reaction. En parallele, la reaction 
d'amplification en absence d'amorce de ddplacement, correspondant done a une simple 
inaction de transcription, conduit a une augmentation lineaire du signal. La methode 
d'amplification "DTR", par opposition a la transcription seule, est done une methode 

10 conduisant k Taccumulation rapide et exponentielle d'un produit h partir d'une sequence 
cible initiale. 

EXEMPT 8 • 

La mdthode d'amplification "DTR" de la pnSsente invention conduit 

15 essentiellement a uri ARN double brin correspondant & une partie de la sequence cible. 
Afin de faciliter la detection de cet ARN double brin par les methodes d'hybridation, ou 
dans des cas particuliers de production d'ARN simple brin, il peut etre intSressant de 
favoriser 1'apparition d'un brin d'ARN au detriment de son complementaire. Ceci peut 
etre realist par l'utilisation combinde de deux types d'amorces promotrices A et B 

20 comprenant un promoteur different d'ARN polymerase phagique (par exemple T7 et T3), 
en presence de concentrations d'ARN polymerases desequilibr&s. Par exemple, nous 
avons synthdtisd par PCR, une moldcule d'ADN double brin de 167 paires de bases 
correspondant & l'entree dans Tun des cycles d'amplification de la pnesente invention 
(figure 15) en utilisant l'amorce DTA8 (SEQ ID n° : 13) comprenant un promoteur T7 et 

25 DTA9 (SEQ ID n° : 18) contenant un promoteur T3. Des essais d'amplification ont ete 
i€alis6s sur des dilutions de cette cible, conform6ment & PexempleS, en presence de 
concentrations d'ARN polymerase T7 variant de 0 a 50U/essai et une concentration 
d'ARN polymerase T3 constante egale & 50 U/essai. La figure 21 montre que l'utilisation 
du ratio d'enzyme 6,25 U d'ARN polymerase T7 pour 50 U d'ARN polymerase T3 

30 permet d'obtenir, par capture et d6tection k l'aide des sondes A25 (SEQ ID n° : 17) et A28 
(SEQ ID n° : 5) respectivement, un signal d'amplification accru et conduit k un signal 
significatif jusqu'& une quantity de cible de 10 5 copies par essai, ce qui correspond k une 
sensibilite de 10 4 copies de molecules cibles, par revelation colorimetrique. Le facteur 
multiplicatif de la methode d'amplification de cible, sachant que la sensibility de la 

35 methode de detection est de 10 10 copies, est done de 10 5 ; ce qui confere a la methode une 
performance la rendant utile dans de nombreuses applications. 



WO 95/03426 PCT/FR94/00935 

49 



LTSTE PES SEQUENCES 



SEQ ID n° : 1 : 

ATGAGTATTC AACATTTCCG TGTCGCCCTT ATTCCCTTTT TTGCGGCATT 50 

5 TTGCCTTCCT GTTTTTGCTC ACCCAGAAAC GCTGGTGAAA GTAAAAGATG 100 

CTGAAGATCA GTTGGGTGCA CGAGTGGGTT ACATCGAACT GGATCTCAAC 150 

AGCGGTAAGA TCCTTGAGAG TITTCGCCCC GAAGAACGTT TTCCAATGAT 200 

GAGCACTTTT AAAGTTCTGC TATGTGGCGC GGTATTATCC CGTGTTGACG 250 

CCGGGCAAGA GCAACTCGGT CGCCGCATAC ACTATTCTCA GAATGACTTG 300 

10 GTTGAGTACT CACCAGTCAC AGAAAAGCAT CTTACGGATG GCATGACAGT 350 

AAGAGAATTA TGCAGTGCTG CCATAACCAT GAGTGATAAC ACTGCGGCCA 400 

ACTTACTTCT GACAACGATC GGAGGACCGA AGGAGCTAAC CGCTTTTTTG 450 

CACAACATGG GGGATCATGT AACTCGCCTT GATCGTTGGG AACCGGAGCT 500 
GAATGAAGCC ATACCAAACG ACGAGCGTGA CACCACGATG CCTGCAGCAA 550 

15 TGGCAACAAC GTTGCGCAAA CTATTAACTG GCGAACTACT TACTCTAGCT 600 

TCCCGGCAAC AATTAATAGA CTGGATGGAG GCGGATA AAG TTGCAGGACC 650 

ACTTCTGCGC TCGGCCCTTC CGGCTGGCTG GTTTATTGCT GATAAATCTG 700 

GAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCArrGCAGCACTGGGGCCAGAT 750 

GGTAAGCCCT CCCGTATCGT AGTTATCTAC ACGACGGGGA GTCAGGCAAC 800 

20 TATGGATGAA CGAAATAGAC AGATCGCTGA GATAGGTGCC TCACTGATTA 850 

AGCATTGGTA A 861 

SEQ ID n° : 2 : 

AATTCTAATA CGACTCACTA TAGGGAGACC CCGAAGAACG TTTTC 45 

25 

SEQ ID n° : 3 : 

CTCCTTCGGT CCTCCGATC 19 
SEQE)n 0 :4: 

30 AGTTGGGTGC ACGAGTGGG 19 
SEQIDn°:5: 

CACTCATGGT TATGGCA 17 
35 SEQ ID n°: 6: 

AATTCTAATA CGACTCACTA TAGGGAGATT ACCAATGCTT AATCA 45 
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SEQ ID n° : 7 : 

ATGAGTATTC AACATTTC 18 
5 SEQ ID n°: 8: 

TCTAATCCTG TTTGCTCCCC AGTAATTTAA TACGACTCAC TATAGAAAGA 50 
ACCAGTCACA GAAAGGCAT 69 

SEQ ID n° : 9 : 

10 TCTAATCCTG TTTGCTCCCC AGTAATTTAA TACGACTCAC TATAGAAAGA 50 
ACGATCAAGG CGAGTTACA 69 

SEQ ID n°: 10: 

TCTAATCCTG TTTGCTCCCC 20 

15 

SEQ ID n°: 11: """ 

TGCCATAACC ATGAGGT 17 
SEQ ID n°: 12: 

20 TCTAATCCTG TTTGCTCCCC AGTAATTTAA TACGACTCAC TATAGAAAGA 50 
GGATGGCATG ACAGTA 66 

SEQ ID n° : 13 : 

TCTAATCCTG TTTGCTCCCC AGTAATTTAA TACGACTCAC TATAGAAAGA 50 
25 GTTGGCCGCA GTGTTAT 67 

SEQ ID n° : 14 : 

AGAGAATTAT GCAGTGC 17 

30 SEQ ID n° ; 15: 

ATAACACTGC GGCCAAC 17 



35 



SEQ ID n 9 : 16 : 
TAATACGACT CACTATAG 



17 



# 



WO 95/03426 PCI7FR94/00935 

51 



SEQIDn 0 :17: 

GCACTGCATA ATTCTCT 17 
SEQIDn 0 :18: 

5 TCTAATCCTG nTGCTCCCC AGTAATTAAT TAACCCTCAC TAAAGGGAAC 50 
GGATGGCATG ACAGTA 66 
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REVENDICATTONS 

1. Procede d'amplification d'une sequence d ! un acide nucieique cible, ladite 
sequence comprenant, k partir de son extremite 5 f , dans la direction 5'-3\ une sequence 
5 amont ayant au moins 5 nucleotides et k partir de son extremite 3' dans la direction 3-5*, 
une sequence aval ayant au moins 5 nucleotides, 

ledit procede comprenant les etapes consistant : 

- k obtenir un polynucleotide comprenant un premier segment correspondant k 
la sequence k amplifier et comprenant en outre au moins un deuxieme segment choisi 

10 parmi des segments comprenant la sequence sens ou la sequence anti-sens d'un promoteur 
d'ARN polymerase ou au moins une partie de ladite sequence sens ou anti-sens, etant 
entendu qu'un tel deuxifeme segment comprenant ladite sequence sens ou une partie de 
celle-ci est situe en amont de Textremite 5' dudit premier segment, et qu'un tel deuxifcme 
segment comprenant ladite sequence anti-sens ou une partie de celle-ci est situ6 en aval de 

15 1'extremite 3' dudit premier segment, et 

- k mettre en contact ledit polynucleotide, en presence d'un systeme ayant une 
activite d , ARN polymerase, une activite d'ADN polymerase ARN-dependante, une activite 
d'ADN polymerase ADN-dependante, et une activite de deplacement de brin, dans des 
conditions permettant le fonctionnement desdites activites, et en presence d'un excfcs de 

20 desoxyribonucieosides triphosphates et de ribonucieosides triphosphates, avec un 
ensemble d'amorces, pnesentes en excfcs, comprenant : 

a) une premiere amorce comprenant successivement depuis son extremite 5' 
vers son extremite 3' : 

- un premier segment polynucieotidique de sequence arbitraire, et dont la 
25 presence comme constituant de la premiere amorce est facultative, ledit premier segment, 

lorsqu'il est present, comprenant au moins 5 nucleotides, 

- un second segment comprenant tout ou partie d'une sequence sens d'un 
promoteur d'une ARN polymerase, ou comprenant au moins une partie de ladite sequence 
sens incluant sa partie S'-terminale, 

30 - et un troisifcme segment ayant la meme longueur que ladite sequence amont 

et etant soit homologue de ladite sequence amont, soic capable de s'hybrider avec ladite - 
sequence amont, 
et/ou 

b) une seconde amorce comprenant successivement depuis son extremite 5' 
35 vers son extremite 3' : 
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- un premier segment, facultatif, ctefini comme le premier segment de la 
premiere amorce, mais non n£cessairement identique k celui-ci, 

- un second segment defini comme le second segment de la premiere amorce, 
mais non necessairement identique k celui-ci, 

5 - et un troisifcme segment ayant la meme longueur que ladite sequence aval et 

Stant soit homologue de ladite sequence aval, soit capable de s'hybrider avec ladite 
sequence aval, dtant eritendu que le troisteme segment de Tune des premifcre et seconde 
amorces est homologue de Tune des sequences amont ou aval de ladite sequence k 
amplifier, tandis que le troisifcme segment de 1'autre amorce est capable de s'hybrider avec 
10 1'autre sequence aval ou amont, 
et/ou 

c) une troisifcme et/ou une quatrieme amorces facultatives comprenant 

soit une sequence homologue du second segment de la premiere amorce et de 
la seconde amorce, respectivement, et contenant au moins une partie d'une sequence sens 
15 dudit promoteur d'ARN polymerase incluant sa partie 5'-terminale, 

soit une sequence homologue d'une partie du premier segment de la premiere 
et seconde amorce, respectivement, mais ne comprenant pas leur extremite 5\ 

ei/ou 

d) une cinquieme et/ou une sixieme amorces facultatives comprenant : 

20 soil u °e sequence homologue d'une partie de la troisifcme et de la quatrieme 

amorces, respectivement, ladite partie ne comprenant pas le nucleotide 3-terminal de 
ladite troisieme ou quatrieme amorce, 

soit une sequence homologue d'au moins une partie dudit premier segment de 
la premiere et de la deuxieme amorces, respectivement. 

*5 2. Procede ^amplification selon la revendication 1, caracteris6 par le fait que 

ledit proc&le comprend les etapes consistant : 

- k obtenir un polynucleotide comprenant un premier segment correspondant a 
la sequence k amplifier et comprenant en outre au moins un deuxieme segment choisi 
parmi des segments comprenant la sequence sens ou la sequence anti-sens d'un promoteur 

0 d'ARN polymerase ou au moins une partie de ladite sequence sens ou anti-sens, etant 
entendu qu'un tel deuxieme segment comprenant ladite sequence sens ou une partie de 
celle-ci est situe en 'amont de l'extremitd 5* dudit premier segment, et qu'un tel deuxifcme 
segment comprenant ladite sequence anti-sens ou une partie de celle-ci est situe en aval de 
l'extrdmite 3* dudit premier segment, et 

5 - a mettre en contact ledit polynucleotide, en presence d'un systeme ayant une 

activite d'ARN polymerase, une activite d'ADN polymerase ARN-dependante, une activity 
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d'ADN polymerase ADN-dependante, et une activite de d£placement de brin, dans des 
conditions permettant le fonctionnement desdites activites, et en presence d f un excfcs de 
desoxyribonucteosides triphosphates et de ribonucteosides triphosphates, avec un 
ensemble d'amorces, presentes en exces, comprenant : 
5 a) une premiere amorce comprenant successivement depuis son extrdmite 5' 

vers son extremity 3' : 

- un premier segment polynucteotidique de sequence arbitraire, et dont la 
presence comme constituant de la premiere amorce est facultative, ledit premier segment, 
lorsqu'il est present, comprenant au moins 5 nucleotides, 

10 - un second segment comprenant tout ou partie d'une sequence sens d'un 

promoteur d'une ARN polymerase, ou comprenant au moins une partie de ladite sequence 
sens incluant sa partie 3-terminale, 

- et un troisieme segment ayant la meme longueur que ladite sequence amont 
et etant soit homologue de ladite sequence amont, soit capable de s'hybrider avec ladite 

15 sequence amont, 

b) une seconde amorce comprenant successivement depuis son extremity 5* 
vers son extremite3' : 

- un premier segment, facultatif, d6fini comme le premier segment de la 
premifere amorce, mais non necessairement identique a celui-ci, 

20 - un second segment defini comme le second segment de la premiere amorce, 

mais non necessairement identique a celui-ci, 

- et un troisifcme segment ayant la meme longueur que ladite sequence aval et 
etant soit homologue de ladite sequence aval, soit capable de s'hybrider avec ladite 
sequence aval, etant entendu que le troisieme segment de Tune des premiere et seconde 

25 amorces est homologue de Tune des sequences amont ou aval de ladite sequence & 
amplifier, tandis que le troisieme segment de l'autre amorce est capable de s'hybrider avec 
1'autre sequence aval ou amont, 

c) une troisieme et/ou une quatrieme amorces comprenant 

soit une sequence homologue du second segment de la premiere amorce et de 
30 la seconde amorce, respectivement, et contenant au moins une partie d'une sequence sens 
dudit promoteur d'ARN polymerase incluant sa partie 5-terminale, 

soit une sequence homologue d'une partie du premier segment de la premifcre 
et seconde amorce, respectivement, mais ne comprenant pas leur extremity 5', 

et/ou 



• 
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d) une cinquieme et/ou une sixieme amorces comprenant : 

soit une sequence homologue d'une partie de la troisifeme et de la quatrifcme 

amorces, respectivement, ladite partie ne comprenant pas le nucleotide 3- terminal de 

ladite troisieme ou quatrieme amorce, 
5 soit une sequence homologue d'au moins une partie dudit premier segment de 

la premiere et de la deuxieme amorces, respectivement. 

3. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 et 2, caracterise par le 
fait que ledit polynucleotide comprend en outre : 

a) en amont de Fextremite 5* dudit deuxieme segment comprenant tout ou 
10 partie de ladite sequence sens dudit polynucleotide, un segment homologue du premier 

segment de Tune des premiere et deuxieme amorces, 
et/ou 

b) en aval de Textremite 3* dudit deuxieme segment, comprenant ladite 
sequence anti-sens, dudit polynucleotide, un segment capable de s'hybrider avec le premier 

15 segment de Tune des premiere et seconde amorces. 

4. Precede selon Tune quelconque des revendications prececedentes, 
caracterise par le fait que, 

pour obtenir ledit polynucleotide, au depart d'un acide nucieique cible 
contenant la sequence a amplifier et se prolongeant, au-dete de J'extremite 3' de ladite 
20 sequence a amplifier, par une region aval, et au-dela de l'extremite 5' de ladite sequence k 
amplifier, par une region amont, 

on met en contact ledit acide nucieique en presence d'un exces de nucleosides 
triphosphates et en presence : 

- dudit systeme k activites ADN polymerase, ARN polymerase et deplacement 

25 de brin, 

- et d'un ensemble d'amorces contenant des amorces telles que definies dans la 
revendication 1 ou 2 et contenant en outre une septieme amorce capable de s'hybrider avec 
ladite region aval de la cible, et une huitifcme amorce capable de s'hybrider avec une 
sequence compiementaire de ladite region amont. 

30 5. Procede selon la revendication 4, caracterise par le fait que lorsque l'acide 

nucieique de depart est sous la forme de double brin, on le soumet k une operation 
prealable de denaturation. 

6. Ensemble d'amorces pour la mise en oeuvre d'un procede d'amplification 
d'un acide nucieique cible, tel que defini dans Tune quelconque des revendications 

35 precedentes, caracterise par le fait qu'ii comprend au moins : 
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a) une amorce Al comprenant successivement depuis son extremite 5* vers son 
extremitd 3' : 

- un premier segment polynucleotidique facultatif, de sequence arbitraire, iedit 
premier segment, lorsqu'il est present, comprenant au moins 5 nucleotides, 

5 - un second segment comprenant tout ou partie d'une sequence sens d'un 

promoteur d'une ARN polymerase, ou comprenant au moins une partie de ladite sequence 
sens incluant son extr£mit£ 3'-terminale, 

- et un troisieme segment capable de s f hybrider avec une sequence de la cible, 
et/ou 

10 b) une amorce A2 comprenant : 

soit une sequence homologue de tout ou partie du second segment de I'amorce 
Al, et. comprenant au moins la partie 5* de la sequence sens dudit promoteur d'ARN 
polymerase, 

soit une sdquence homologue d'une partie du premier segment de la premiere 
15 et la seconde amorce mais ne comprenant pas leur partie 5\ respectivement, 
et/ou 

c) une amorce A3 comprenant : 

soit une sequence homologue d'une partie de I'amorce A2, ne comprenant pas 
le nucleotide 3 '-terminal de A2, 
20 soit une sequence homologue d'au moins une partie d'un premier segment tel 

que d6fini ci-dessus, present sur Al . 

7. Ensemble d'amorces selon la revendication 6, caracterise par le fait qu'il 
comprend au moins : 

a) une amorce Al comprenant successivement depuis son extremite 5' vers son 
25 extremite 3' : 

- un premier segment polynucleotidique facultatif, de sequence arbitraire, Iedit 
premier segment, lorsqu'il est present, comprenant au moins 5 nucleotides, 

- un second segment comprenant tout ou partie d'une sequence sens d'un 
promoteur d'une ARN polymerase, bu comprenant au moins une partie de ladite sequence 

30 sens incluant son extremite 3'-terminale, 

- et un troisieme segment capable de s'hybrider avec une sequence de la cible, 

b) une amorce A2 comprenant : 

soit une s6quence homologue de tout ou partie du second segment de I'amorce 
Al, et comprenant au moins la partie 5' de la sdquence sens dudit promoteur d'ARN 
35 polymerase, 
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soit une sequence homologue d'une partie du premier segment de la premiere 
et la seconde amorce mais ne comprenant pas leur partie 5\ respectivement, 
et/ou 

une amorce A3 comprenant : 
5 soit une sequence homologue d'une partie de Tamorce A2, ne comprenant pas 

le nucleotide 3'-terminal de A2, 

soit une sequence homologue d'au moins une partie d'un premier segment tel 
que defini ci-dessus, present sur AL 

8. Necessaire pour la mise en oeuvre du procgde tel que defini dans l r une 
10 quelconque des revendications 1 a 5, caractfrise par le fait qu'il comprend un ensemble 
d'amorces tel que defini dans la revendication 6 ou 7 et au moins un second ensemble 
d'amorces comprenant : 

a) une amorce Bl comprenant successivement depuis son extremit6 5' vers son 
extremis 3': 

15 * premier segment polynucleotidique facultatif, de sequence arbitraire, ledit 

premier segment, lorsqu'il est present, comprenant au moins 5 nucleotides, 

- un second segment comprenant tout ou partie d'une sequence sens d'un 
promoteur d'une ARN polymerase, ou comprenant au moins une partie de ladite sequence 
sens incluant son extremite 3-terminale, 
20 ■ et un troisieme segment capable de s'hybrider avec une sequence 

nucleotidique complementaire d'une sequence de la cible situee, sur la cible, en amont de 
la sequence avec laquelle l'amorce A 1 est capable d'hybridation, 
et/ou 

b) une amorce B2 comprenant 

25 soit une sequence homologue de tout ou partie du second segment de l'amorce 

Bl, et comprenant au moins la partie 5' de la sequence sens dudit promoteur d'ARN 
polymerase, 

soit une sequence homologue d'une partie du premier segment de la premiere 
et seconde amorce, mais ne comprenant pas leur partie 5\ respectivement, 
30 et/ou 

c) une amorce B3 comprenant : 

. soit une sequence homologue d'une partie de l'amorce B2 ne comprenant pas le 
nucleotide 3'-terminal de B2, 

soit une sequence homologue d'au moins une partie d'un premier segment tel 
35 que defini ci-dessus, present sur Bl, ledit necessaire contenant en outre eventuellement 
une septieme et une huitieme amorces telles que definies dans la revendication 4. 
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9. Necessaire selon la revendication 8, caracterise par le fait qu'il comprend un 
ensemble d'amorces tel que defini dans la revendication 6 ou 7 et au moins un second 
ensemble d'amorces comprenant : 

a) une amorce Bl comprenant successivement depuis son extremite 5* vers son 
5 extremis 3' : 

- un premier segment polynucldotidique facultatif, de sequence arbitraire, ledit 
premier segment, lorsqu'il est present, comprenant au moins 5 nucleotides, 

- un second segment comprenant tout ou partie d'une sequence sens d'un 
promoteur d'une ARN polymerase, ou comprenant au moins une partie de ladite sequence 

10 sens incluant son extr6mite 3-terminale, 

- et un troisieme segment capable de s'hybrider avec une sequence 
nucleotidique compldmentaire d'une sequence de la cible situee, sur la cible, en amont de 
la sequence avec laquelle l'amorce Al est capable d 'hybridation, 

b) une amorce B2 comprenant 

15 soit une sequence homologue de tout ou partie du second segment de l'amorce 

Bl, et comprenant au moins la partie 5' de la sequence sens dudit promoteur d'ARN 
polymerase, 

soit une sequence homologue d'une partie du premier segment de la premifere 
et seconde amorce, mais ne comprenant pas leur partie 5', respectivement, 
20 et/ou 

une amorce B3 comprenant : 

soit une sequence homologue d'une partie de Tamorce B2 ne comprenant pas le 
nucleotide 3'-terminal de B2, 

soit une sequence homologue d'au moins une partie d'un premier segment tel 
25 que defini ci-dessus, present sur Bl, ledit necessaire contenant en outre eventuellement 
une septieme et une huitieme amorces telles que definies dans la revendication 4. 
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FIG. 4 a 
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FIG. 7 
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FIG. 8 
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FIG. 13 
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FIG. 18 



800 




Log (nombre de copies par essai) 



USgende : 

■ Systeme ^amplification complet 

0 Systeme d'ampUfication 

sans amorce de emplacement F220 

■ Systeme d'amplification 

sans transcritase inverse (transcription) 

FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 



WO 95/03426 



PCI7FR94/00935 



17/19 



FIG. 19 
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FIG. 20 
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(57) Abstract it 

A method for amplifying a target nucleic acid sequence by providing a polynucleotide such 
as VII including the sequence to be amplified as well as an RNA polymerase promoter sequence, 
and contacting said polynucleotide, in the presence of a system having RNA polymerase activity, 
RNA-dependent DNA polymerase activity, and DNA-dependent DNA polymerase activity, and 
capable of strand displacement, with a set of primers includinf a primer such as A capable of 
hybridising with a segment complementary to a portion of the sequence to be amplified, wherein 
A includes an upstream RNA polymerase promoter sequence then an arbitrary sequence, a primer 
such as D contains said RNA polymerase promoter sequence, and a primer such as C contains 
said arbitrary sequence. The elongation product of D is displaced by the elongation product 
of C, and the elongation product of D is thus obtained in the form of single-stranded VHI.. 
Hybridisation of A on VIH followed by elongation forms double-stranded product X which can 
undergo transcription, with amplification, to give single-stranded RNA VII bis. An analogous 
system of 3 primers B, E and F sirnilary produces single-stranded RNA VII from VII bis. Hence 
the amplification method, which can operate iso thermally, is cyclic. 

(57) Abreg'e 

Proccd6 d' amplification d'une sequence d'acide nucleique cible consistent essentiellement 
a obtenir un polynucleotide tel que W comprenant la sequence a amplifier et comprenant en 
outre la sequence d'un promoteur d'ARN polymerase, et a mettre en contact ce polynucleotide, 
en presence d'un systeme ayant une activity d'ARN polymerase, une activity d'ADN polymerase ARN-dependante et une activity d'ADN 
polymerase ADN-d6pendante, et ayant une capacity de deplacement de brins, avec un ensemble d'amorces comprenant une amorce telle que 
A capable de s'hybrider avec un segment ccmplementaire d'une partie de la sequence a amplifier, A comprenant en amont une sequence 
de promoteur d'ARN polymerase puis une sequence arbitraire, une amorce telle que D contenant ladite sequence de promoteur d'ARN 
polymerase, et une amorce telle que C comprenant ladite sequence arbitraire. Le produit d'eiongation de D est dfplace* par le produit 
d'elongation de C, et on obtient done le produit d'elongation de D sous forme de monobrin VBL L'hybridation de A sur VIII, suivie 
d'elongation, conduit au produit double brin X dont la transcription conduit, avec amplification, notamment a TARN simple brin VH bis. 
Un systeme analogue de 3 amorces B, E et F conduit de facon similaire, a partir de VII bis, a TARN simple brin VII, d'ou le caractere 
cyclique de ce precede d' amplification capable de fonctionner de facon isotherme. 
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